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Abkürzungen 
   
γ-H2AX  Phosphoryliertes Histon H2AX 
ATLD  Ataxia telangiectasia-like disorder 
ATM   Proteinkinase  
Ataxia telangiectasia-mutated 
B-NHEJ  backup-NHEJ 
bp  Basenpaare 
DNA-PK  DNA-abhängige Proteinkinase aus den 
Untereinheiten KU 70, KU 80 und DNA-PKCS 
D-NHEJ  DNA-PK abhängiges NHEJ 
DNA, DNS  Deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsäure  
DSB  DNA-Doppelstrangbruch 
EBS  DNA-Einzelstrangbruch 
eV  Elektronenvolt  
Gy  Energiedosis: 1 Gray [Gy]  
= 1 Joule [J] pro Kilogramm [kg] 
HR  Homologe Rekombination  
ICD-10  International Statistical Classification of 
Diseases and Related Health Problems  
10. Ausgabe 
MRN  Komplex aus Proteinen MRE11, RAD50, NBS1 
mRNA  Messenger-RNA 
NHEJ  non homologous end-joining,  
Nicht homologe End-joining 
PBS  Phospate bufferd saline; phosphatgepufferte 
Salzlösung 
SCID  Severe Combined Immunodeficiency Disorder 
ssDNA  3’-Überhang aus DNA-Einzelstränge an DSB 
Sv  Äquivalentdosis: 1 Sievert [Sv] 
= 1 Joule [J] pro Kilogramm [kg] 
 




Ziele der Arbeit 
Bei radioonkologischen Patienten werden eine Vielzahl von Bestrahlungsreaktionen beobachtet. Deren 
Auftreten ist je nach bestrahltem Organ zeitlich und interindividuell verschieden. Der Doppelstrang-
bruch der DNA (DSB) durch ionisierende Strahlung wird als ein biologisch bedeutsamer Schaden 
angesehen. Eine gestörte DSB-Reparatur gefährdet einen Organismus. Einer der ersten Reparatur-
schritte ist die Phosphorylierung der DSB-nahen H2AX-Histone. Diese strahleninduzierten Einheiten, 
ionizing radiation induced foci (IRIF), werden als γ-H2AX-IRIF bezeichnet. Für die vorgelegte Arbeit 
war es ein Ziel ein Verfahren zur Quantifizierung von DSB in dem Normalgewebe Niere zu etablieren. 
Des Weiteren sollte überprüft werden, ob die Methode zur Vorhersage der DSB-Reparaturkapazität 
bei klinisch relevanter Strahlenbelastung geeignet ist.  
Material und Methoden 
Für die DSB-Induktion wurden reparaturprofiziente Wildtypmäuse (C57BL/6) einmalig mit einer 
Dosis von 0,1 Gy, 0,5 Gy, oder 1 Gy bestrahlt. In der Versuchsreihe zur DSB-Reparaturkinetik 
wurden unterschiedlich reparaturprofiziente Mausstämme (C57BL/6, BALB/c, AT und SCID) einer 
Bestrahlung von 2 Gy unterzogen. Die Analyse der Gewebeschnitte erfolgte zur Induktions-
bestimmung nach 10 min, bei der Reparaturkinetik je 30 min, 2,5 h, 5 h, 24 h und 48 h nach 
Bestrahlung. Die γ-H2AX-Gewebefärbung erfolgte qualitativ immunhistologisch und quantitativ 
mittels Immunfluoreszenz. 
Ergebnisse 
Es gelang der Nachweis eines linearen Verhältnisses von definierten, geringen Strahlendosen zu 
verursachtem Strahlenschaden. Mit der genutzten Methode konnten die Mäuse in ihrer Strahlen-
Empfindlichkeit deutlich voneinander unterschieden werden. In dem Beobachtungszeitraum zeigte 
sich bei allen Mausstämmen eine Abnahme der strahleninduzierten DSB. Je Mausstamm in unter-
schiedlicher Ausprägung und Verlauf.  
Diskussion 
Bei klinisch relevanten Strahlendosen ist eine Bestimmung der spezifischen Reparaturkapazität von 
Mäusen mit definierten Defekten möglich. Die für die Niere gewonnenen Daten sind vergleichbar mit 
denen in der Arbeitsgruppe bestimmten Werten von Lunge, Gehirn, Dünndarm und Herz. Dass nur 
Unterschiede in den Mausstämmen und nicht in den Geweben gefunden wurden, unterstützt die These, 
dass genetische Faktoren der DSB-Erkennung und -Reparatur die individuelle Strahlensensitivität 
bestimmen und es keine gewebsspezifische DSB-Reparatur gibt. Die geringe IRIF-Anzahl am Ende 
des Beobachtungszeitraums lässt vermuten, dass die Ursache der klinisch beobachteten 
Strahlenreaktionen in der DSB-Reparatur nachgeschalteten Prozessen liegt. Der DSB-Nachweis bei 
geringer Strahlenbelastung unterstreicht die Bedeutung der Prävention durch den Strahlenschutz.  
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In patients receiving radiotherapy a plethora of temporal different and interindividual radiation 
induced reactions are observed. The double-strand break (DSB) of DNA induced by ionizing radiation 
is regarded as the most biological relevant damage. That's why a malfunctioning DSB-repair is 
hazardous for the organism. One of the first steps of DSB-repairing is the phosphorylation of the DSB-
near histon H2AX. This radiation induced unit, ionizing radiation induced foci (IRIF) are also named 
γ-H2AX-IRIF. The intention of this study was to establish a method of DSB-quantification in normal 
tissue of kidney. Furthermore the ability of this technique for the prediction of DSB-repair capacity 
was analysed for clinically relevant radiation exposure. 
Methods: 
For the DSB induction in repair-proficient wild type mice (C57BL/6) the kidney tissue was analyzed 
10 min after whole body irradiation with 0.1 Gy, 0.5 Gy or 1.0 Gy. For the DSB repair kinetics the 
kidney tissue of repair-proficient mice (C57BL/6) and repair-deficient mouse strains (BALB/c, A-T 
and SCID) were analyzed at 0.5 h, 2.5 h, 5 h, 24 h and 48 h after whole body irradiation with 2 Gy.  
γ-H2AX immunohistochemistry and γ-H2AX immunofluorescence analysis was used to measure DSB 
formation and repair in tissue of the different mouse strains. 
Results: 
A clear linear dose-correlation of irradiation induced damage by low dose exposition of ionizing 
radiation was noticed. By the use of the established method it was possible to discriminate the 
radiosensitivity of each analysed mice strain and to follow the decrease of the measured damage. 
Conclusion: 
The analysis of specific repair capacity of mice strains with predefined repair defects is possible. The 
data of kidney are comparable to the previous measurement data of the research group for the tissues 
of lung, brain, small intestine and heart. That the measured data only differs in mice strains supports 
the thesis that genetic parameters, which control DSB-detection and -repair, determinate the individual 
radiosensitivity. A special tissue DSB-repair is not presumably. The low IRIF-level at the end of the 
observation period in kidney tissue hypothesizes an origin of the clinical responses on irradiation in 
downstream processes. Even more the prevention via radiation protection is necessary because in this 
study it could be shown, that every low dosed irradiation causes a detectable damage. 




2.1 Wirkung ionisierender Strahlung 
Strahlenbiologisch wird das Model der stochastischen von der deterministischen Wirkung 
ionisierender Strahlen unterschieden. Die stochastische Strahlenwirkung ist die angenommene 
Wahrscheinlichkeit eines Effekts bei einer bestimmten Dosis. Es wird von einer linearen 
Dosisabhängigkeit eines Schadens ausgegangen. Je höher die Dosis, desto größer ist der 
Schaden. Grundlage ist die so genannte Linear-Non-Thershold (LNT)-Hypothese. Es gibt 
keine Mindest- oder Schwellendosis für eine Wirkung. Selbst kleinste Dosen haben einen 
Effekt. Jedoch bilden die Grundlage für die LNT-Hypothese Daten nach Exposition mit hohen 
Strahlendosen und Langzeitbeobachtungen.  
Das Modell der deterministischen Strahlenwirkung begründet sich auf beobachteten 
Veränderungen nach einer Strahlenexposition. Die pathologische Wirkung einer Bestrahlung 
zeigt sich erst, nachdem eine Schwellendosis überschritten wurde. Der Schweregrad der 
Läsion nimmt mit steigender Dosis zu. Unterhalb der Schwellendosis kommt es zu keinen 
sichtbaren Veränderungen [DÖRR, HERMANN, 2006]. 
 
2.1.1 Akute und späte strahleninduzierte Normalgewebs-Toxizitäten 
Im klinischen Alltag der Radioonkologie wird die Therapieplanung nach der beobachteten 
deterministischen Strahlenwirkung ausgerichtet. Ziel ist es, die Schwellendosis des 
bestrahlten Gewebes nicht zu überschreiten. Jedoch tolerieren die einzelnen Gewebe und 
Organe unterschiedlich hohe Dosen an Strahlung (Toleranzdosen). Des Weiteren wird 
beobachtet, dass die Symptome der Organe zu verschiedenen Zeitpunkten nach einer 
Bestrahlung auftreten. Es können früh- von spätreagierenden Gewebe bzw. Organe 
unterschieden werden. Ein früher angenommener Zusammenhang zwischen 
Strahlenempfindlichkeit und der Proliferationsrate eines Gewebes besteht nicht. Jedoch 
zeigen schnell proliferierende Wechselgewebe früher die Symptome eines Strahlenschadens 
als langsam proliferierende Dauergewebe. So kann es nicht nur nach Tagen oder Wochen 
sondern, erst nach Jahren zur Manifestation eines Strahlenschadens kommen [SCHERER et 
al., 1991; BECK-BORNHOLD et al., 1997; PÖTTER, DIECKMANN 2006; STÖVER, 
FEYER, 2010]. 
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Wenn die Toleranzdosis überschritten wurde ist der erste sichtbare Eindruck das Bild einer 
Entzündung. Die Zerstörung von Proteinkomplexen bewirkt eine Störung der Zellmembranen. 
In Folge des resultierenden Wassereinstroms schwellen die Zellen im bestrahlten 
Gewebeverband an. Frei werdende intrazelluläre Bestandteile stimulieren den 
Entzündungsprozess. Weiter von Bedeutung ist die auftretende Entzündung der Kapillaren 
und der kleineren Gefäße. Diese Strahlenvaskulitis beeinflusst alle durch die entzündeten 
Gefäße versorgten Zellen und damit die radiogenen Veränderungen im Gewebe. Es kommt zu 
einem Einsickern von Plasmabestandteilen des Blutes in die Gefäßumgebung. Reaktiv können 
zelluläre Anteile wie Leukozyten folgen. Je nach Dosis sind auch Einblutungen in das 
Gewebe und thrombembolische Verschlüsse möglich. Die resultierende Minderversorgung 
des Gewebes trägt zum Strahlenschaden bei [SCHERER et al., 1991; QUARMBY S et al., 
1999; ZAWASKI JA et al., 2011]. 
 
 
Tabelle 1:  
Mikroskopisch sichtbarer zeitlicher Ablauf einer Strahlennephrits nach Überschreiten der 
Toleranzdosis von 12 - 15 Gy [nach SCHERER et al., 1991]: 
 
Zeitraum Beobachtungen im Nierengewebe 
bis 48 h In der akuten Phase werden eine kurzzeitig vermehrte Durchblutung 
und ein interstitielles Ödem gesehen (exsudative Entzündung). 
bis Tag 8 Niere scheint sich nach außen wieder normal zu verhalten. 
Tag 5 - 32 Progressiver, nicht stoppender tubulärer Schaden setzt ein: 
Degeneration des Tubuluskonvulut, Harnzylinderbildung, 
beginnende Gewebsfibrosierung. 
Tag 21 – 60 Fortschreitende Parenchymdegeneration und Ersatz durch 
Bindegewebe. Gelegentliche Regenerationsinseln von 
Tubulusepithel. In dieser Periode werden die Glomeruli als normal 
beobacht. 
Tag 60 – 230 In der letzten Phase mündet der Strahlenschaden in weiterem 
Tubulusrückgang mit einzelnen Regenerationsinseln, glomerulärer 
Sklerose, bindegewebigen Umbau, radiogener Gefäßerweiterungen 
und Gefäßneubildung. 
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Nach dem Abschluss der akuten Entzündungsphase kommt es zu einer Neubildung der 
untergegangenen Zellen und Repopulierung des Gewebes. Dies kann durch Zellen des 
ursprünglichen Gewebes erfolgen, die dann die Funktion des Organs wiederaufnehmen. Als 
Beispiel ist hier die Darmmukosa zu nennen. Es kann aber auch zu einem fibrotischen Umbau 
der untergegangen und nicht mehr ersetzbaren Gewebe kommen. Der chronische 
Strahlenschaden ist der Ersatz von Funktionsgewebe durch Bindegewebe und damit der 
dauerhaftem Funktionsverlust des Organs. Ständige Entzündungen stören neben den 
Organfunktionen auch die normalen zellulären Prozesse im Zellkern. So können dauerhafte 
Entzündungsprozesse sekundär zu bösartigen Entartungen führen [QUARMBY S et al., 1999; 
DÖRR, HERMANN, 2006; ZAWASKI JA et al., 2011]. 
 
2.1.2 Strahlenschäden in der Niere 
Die strahlensensible Niere zählt zu den spät reagierenden Organen. Eine strahleninduzierte 
Hypertonie oder eine chronische Niereninsuffizienz zeigt sich erst nach Jahren. Auch in der 
Niere beginnen die primären Veränderungen an den kleinen Gefäßen. Es kommt zu einer 
Vaskulopathie der Kapillaren und einer Glomerulonephrose. Der mögliche makroskopische 
sichtbare Endpunkt einer radiogenen Schädigung der Niere ist der bindegewebige Umbau zu 
einer Schrumpfniere. Diese ist meist annähernd funktionslos und kann eine maligne 
Hypertonie bedingen [SCHERER et al., 1991]. 
 
2.1.3 Klinische Symptomatik eines Strahlenschadens in der Niere 
Die Symptomatik eines Strahlenschadens in der Niere kann sich in einer Strahlennephritis, 
einer renaler Hypertonie oder einer asymptomatischen Proteinurie äußern [KUHLMANN et 
al., 2008]. Nach einer Gesamtstrahlendosisbelastung von über 15 bis 25 Gy manifestiert sich 
die Strahlennephritis an den Gefäßendothelien (Glomerula) und dem Tubulusepithel in einem 
Zeitraum von sechs Monaten bis zu zehn Jahren. Sie ähnelt histologisch dem hämolytisch-
urämischen Syndrom mit primärem Gefäßendothelschaden, intravasaler Gerinnung und 
Gefäßobliterationen. Die Ausprägung ist neben der Dosis abhängig vom bestrahlten 
Nierenvolumen. So kann die Niere durch den parallelen Aufbau der Nierentubuli einen 
Schaden bis zu 50 % nach außen hin kompensieren. Durch das hohe Kompensationsvermögen 
können die Frühschäden an der Niere ohne eine sichtbare klinische Symptomatik ablaufen. 
[SCHERER et al., 1991; PÖTTER, DIECKMANN 2006; STÖVER, FEYER, 2010]. 
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Die akute Strahlennephritis tritt sechs bis zwölf Monate nach einer Bestrahlung auf. Die 
Symptome können sich, neben einer allgemeinen Entzündungssymptomatik, in einem 
neuaufgetretenem Bluthochdruck, einer Proteinurie und einem akuten Nierenversagen äußern. 
Bei unzureichender antihypertensiver Therapie ist als Komplikation der Übergang in eine 
maligne Hypertonie möglich [COHEN et al., 1992]. 
Eine chronische Strahlennephritis entwickelt sich aus der akuten Form oder entsteht als 
eigenständiges Krankheitsbild nach Jahren. Sie gleicht in ihrem klinischen Erscheinungsbild 
einer akuten Strahlennephritis. Eine chronische Niereninsuffizenz mit renaler Anämie kann 
folgen [KUHLMANN et al., 2008].  
Zu einer milden renalen Hypertonie mit einem möglichen Übergang in die maligne Form, 
kann es bei ein- und beidseitiger Nierenbestrahlung kommen. Bei einseitiger 
Nierenerkrankung kann die Nephrektomie einer Schrumpfniere zur Heilung der malignen 
Hypertonie führen. Bei der Therapie der Strahlennephritis müssen nephrotoxische Substanzen 
vermieden, der arterielle Blutdruck auf niedrignormale Werte eingestellt, z.B. durch ACE-
Hemmer, und auf eine ausgeglichene Bilanz mit ausreichender Flüssigkeitszufuhr geachtet 
werden. Bei akutem oder chronischem Nierenversagen kann ein Nierenersatzverfahren 
durchgeführt werden [COHEN et al., 1992; CLASSEN et al., 2003; HARRISON et al., 2008].  
Die auftretende asymptomatische Proteinurie ist ein Zeichen erhöhter Kapillarpermeablität bei 
Entzündungen allgemein. Größere Proteine werden filtriert und nicht mehr resorbiert. Sie heilt 
meist folgenlos aus. In der Regel kommt es aufgrund des hohen Kompensationsvermögens 
der Niere zu keiner Hypertonie oder Niereninsuffizienz [KUHLMANN et al., 2008]. 
Neben den oben beschriebenen Symptomen einer radiogenen Nephritis treten, je nach Größe 
des Bestrahlungsfeldes, zum einen unspezifische Allgemeinsymptome wie eine 
Abgeschlagenheit oder eine verminderte Belastbarkeit auf. Zum anderen können 
Schädigungen der Nachbarorgane die Gesamtsituation mitbestimmen. Stenosierungen und ein 
fibrotischer Umbau der ableitenden Harnwege können beispielsweise durch einen chronischen 
Harnstau zu einem post renalem Nierenversagen führen [STÖVER, FEYER, 2010]. 
Des Weiteren ist durch seine anatomische Nähe zur Niere meist der Gastrointestinaltrakt 
betroffen. Nausea, Emesis und eine Enteritis sind Symptome einer akuten Reaktion. 
Schleimhautatropie, Ulzerationen, Stenosierungen und Fibrosierungen als chronischer 
Schaden. Bei einer Bestrahlung der rechten Niere sind Hepatopathien mit 
Leberfunktionsstörungen und einem Umbau bis zu einer Zirrhose möglich [STÖVER, 
FEYER, 2010]. 
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Tabelle 2:  
Die Tabelle gibt die Toleranzdosen (TD) für unterschiedliche Organe nach konventioneller 
fraktionierter Strahlentherapie an. Die TD 5/5- und TD 50/5-Werte geben die Gesamtdosis 
einer Strahlentherapie an bei der 5 % bzw. 50 % der behandelte Patienten innerhalb von 5 
Jahren die genannten Toxizitäten entwickeln. Die angegebenen Dosen sind ein Konsens von 
Erfahrungswerten bzw. Meinungen, keine Studienergebnisse. Im Verlauf der Jahre wurden 
die Dosen für das Auftreten von Normalgewebetoxizitäten nach unten korrigiert. Die in einer 
Therapie vertretbare Dosis ist von der Gesamtsituation des Patienten abhängig [SCHERER 
et al., 1991, PÖTTER, DIECKMANN 2006; STÖVER, FEYER, 2010].  
 
Organ Komplikation 
nach 5 Jahren 
1% - 5 % 
TD 5/5 (Gy) 
25% - 50 % 
TD 50/5 (Gy) 
bestrahltes 
Volumen 
Haut Ulzera, Fibrose 45 – 50 70 10 cm³ 
Dünndarm Ulzera, 
Stenosen  
40 65 10 cm³ 
Leber Leberversagen, 
Ascites 
25 – 30 40 vollständig 
Niere Nephritis, 
Nierenfibrose 
12 – 15 28 vollständig 
Lunge Pneumonitis, 
Fibrose 





60 150 10 cm³ 
Knochenmark Hypoplasie 10 (1-2) 40-50 lokal 
Kornea Kreatinitis 50 <60 vollständig 
Linse Katarakt 5 12 vollständig 
Gonaden Infertilität 2-3  vollständig 
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2.2 Die Niere in der Strahlentherapie 
Die Strahlentherapie von soliden Tumoren ist im heutigen klinischen Alltag fest eingebunden 
in das multimodale Therapiekonzept aus Operation, Chemotherapie, Immunotherapie und 
Bestrahlung. Zur Qualitätssicherung erfolgt eine leitliniengerechte Krebstherapie heute meist 
in Studien oder anlog von Studienprotokollen. Diese richten sich nach dem Ausmaß bzw. dem 
Stadium der Krebserkrankung und der Histologie des Tumors [PÖTTER, DIECKMANN 
2006; STÖVER, FEYER, 2010].  
Das Nephroblastom oder Wilms-Tumor ist der häufigste Nierentumor im Kindes- und 
Jugendalter (Inzidenz von 1 pro 100.000). An dieser Krebserkrankung lässt sich gut die 
Bedeutung der Strahlentherapie im Laufe der Jahre beobachten. Das sehr strahlensensible 
Nephroblastom wird heute nur noch selten bestrahlt. Innerhalb von 30 Jahren 
(Therapiestudien SIOP 1 bis SIOP 9) reduzierte sich der Anteil der bestrahlten Patienten von 
über 80 % auf unter 20 %. Diese Entwicklung ist neben einer früheren Diagnose durch 
verbesserte Bildgebung, vor allem aber durch die Entwicklung effektiver 
Chemotherapiekozepte bedingt. Die auch das gesunde Gewebe besonders schädigende 
Strahlentherapie wurde reduziert. Als problematisch zu nennen ist bei Kindern mit 
Nephroblastom besonders die Bestrahlung der im Wachstum befindlichen Wirbelsäule. 
Bestrahlt wird heute nur noch zur lokalen Risikoreduktion bei höhergradigem Stadium und 
selten bei Lungenmetastasen [GRAF, REINHARD 2003; STÖVER, FEYER, 2010]. 
Das häufigere Nierenzellkarzinom (Inzidenz 10 pro 100.000) hat seinen Häufigkeitsgipfel 
nach dem 50. Lebensjahr. Histologisch sind 80% Adenokarzinome (Klarzellkarzinome). Der 
vom Epithel der Sammelrohre oder Tubuli ausgehende Tumor kann kausal nur durch eine 
Nephrektomie behandelt werden. Chemo- und Strahlentherapie sind ohne heilenden Effekt 
[HARRISON et al., 2008; BECKER et al., 2009; HEROLD et al., 2010; STÖVER, FEYER, 
2010]. 
Die Niere wird, wie oben beschrieben, heute nur selten als Zielorgan bestrahlt. Jedoch kann 
das strahlensensible Organ im Bestrahlungsfeld für andere Organe liegen. Dieses kann in der 
aktuellen Therapie von soliden Tumoren des Abdomens (zum Beispiel die rechte Niere bei 
Leber- und Gallentumoren), sowie abdominellen oder retroperitonaler Lymphomen und 
Sarkome [STÖVER, FEYER, 2010], bzw. der Bestrahlung des retroperitonealem 
Abflussgebietes von Hodentumoren der Fall sein [GRETEN et al, 2010]. 
Da Sarkome, bis auf die Sonderform des Kaposi-Sarkoms, eine geringe 
Strahlenempfindlichkeit besitzen, ist die Therapie der Wahl eine Operation. Je nach Stadium 
der Erkrankung erfolgt zur lokalen Tumorkontrolle eine neoadjuvante oder adjuvante 
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Strahlentherapie mit einer Gesamtdosis bis zu 50 Gy. Intraoperative Radio- oder 
Brachytherapie ist möglich [STÖVER, FEYER, 2010]. 
Für das Hodgkin-Lymphom gibt es in allen Stadien Therapieschema mit Chemo- und 
Strahlentherapie. Bei einer Gesamtdosis von 30 bis 40 Gy ist eine Schädigung der 
lymphomnahen Organe und Gewebe wahrscheinlich. Das Non-Hodgkin-Lymphom (NHL) 
besitzt eine hohe Strahlen- und Chemosensibilität. Die Primärtherapie richtet sich nach dem 
der Ann-Arbor-Klassifikation entsprechendem Krankheitsstadium, dem Allgemeinzustand des 
Patienten und der Histologie des Lymphoms. Diese besteht nach den meisten 
Studienprotokollen zu Beginn aus einer Chemo- und Immuntherapie. Nach der systemischen 
Therapie kann eine Radiotherapie des Restlymphoms erfolgen. [REINARTZ et al., 2006; 
HEROLD et al., 2010; STÖVER, FEYER, 2010; www.Lymphome.de]. 
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2.3 Schädigungen und Reparatur der Desoxyribonukleinsäure   
Eine gestörte Integrität des Erbinformationsträgers DNA gefährdet die Lebensfähigkeit einer 
Zelle. Zu den die DNA beeinflussenden Prozessen gehören Veränderungen an den einzelnen 
Basen (Dimerisierung, Cytosindesaminierung), Verlust von Basen, die Schädigung des DNA-
Grundgerüstes (Desoxyribose und Phosphat) durch Einzel- und Doppelstrangbrüche (ESB/ 






Abbildung 1:  
Die abgebildete Grafik gibt die natürlich vorkommenden Schäden der DNA-Doppelhelix 
wieder (Schaden: Vorkommen/ Zelle/ Tag) [nach DIEGWEED, SPERLING, 2007] 
 
 
Zu den endogenen Ursachen der genannten DNA-Schäden gehören unter anderem die 
Vorgänge auf Zellebene. Zu nennen sind Teilungs- und Regenerationsvorgänge direkt an der 
DNA. Des Weiteren systemische Prozesse des Körpers in Form von beispielsweise 
Entzündungen. In ihrer Bedeutung erforscht wurden vor allem die Schäden in der DNA-
Replikation. Dies insbesondere in den Bereichen der  Zellteilung und der somatische 
Rekombination mit der V(D)J-Rekombination [KHANNA, JACKSON 2001; VAN GENT et 
al., 2001; BASSING et al., 2002; YIN et al., 2009].  
Exogen schädigen vor allem Chemikalien, Chemotherapeutika und ionisierende Strahlung. 
Chemotherapeutika, die zur Zytostase in der Krebstherapie verwendet werden, verändern die 
DNA insoweit, dass eine erfolgreiche DNA-Replikation zur Zellteilung nicht möglich ist. Sie 
wirken in der DNA-Synthese durch Schädigung der Matrize (Alkylantien und zytostatische 
Antibiotika), der Synthese der DNA-Bausteine (Methotrexat als Hemmstoff der 
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Tetrahydrofolsäure-Synthese) oder durch die Einschleusung falscher DNA-Bausteine (Purin- 
und Pyrmidinantimetabolite). Hingegen schädigen Radikale und ionisierende Strahlung direkt 
die Struktur der DNA und stören hierdurch das Auslesung der Erbinformation [AKTORIES K 
et al, 2009; JACKSON SP, BARTEK J., 2009].  
Ionisierende Strahlung besteht aus direkt ionisierender Teilchenstrahlung (alpha- oder beta-
Strahlung, Elektronen, Positronen) oder indirekt ionisierenden Photonen (je nach 
Energiegehalt als Röntgen- oder γ-Strahlung bezeichnet). Die namengebende Eigenschaft 
beruht in der Fähigkeit in Wechselwirkung mit der bestrahlten Materie zu treten können. Je 
nach Energiegehalt der Strahlung kann es auf atomarer Ebene durch unterschiedliche 
Vorgänge (Paarbildung, Photoeffekt oder Compton-Effekt) zur Herauslösung von Elektronen 
aus dem getroffenen Atom kommen. Das bestrahlte Atom oder Molekühl bleibt als positiv 
geladenes Ion (Kation) zurück. Bei einem Elektroneneinfang ändern sich auch die chemischen 
Eigenschaften des betroffenen Atoms. Durch die geänderten Ladungen brechen die Atome 
aus der bestehenden Verbindung und ein zerstörtes Makromolekül wie die DNA kann 
zurückbleiben. Ebenfalls können hochreaktive Moleküle, z.B. aus Wasser Hydroxylionen, neu 
entstehen. Diese Radikale greifen dann die zellulären Strukturen an. Da die 
Wahrscheinlichkeit in einer Zelle auf ein Wassermolekül zu treffen sehr hoch ist und durch 
das ionisierende Teilchen auf seiner Bahn nicht nur eine Ionisation erfolgt, wird der meiste 
Schaden durch Hydroxylionen nach einer Bestrahlung verursacht [KRIEGER H, 2007; 
FOLKERTS KH 2010]. 
Grundsätzlich richtet sich die Summe der Effekte einer Bestrahlung nach der verwendeten 
Dosis. Diese ist definiert als die absorbierte Energie pro Masse. Die Energiedosis wird in der 
Einheit Gray angegeben. Deren relative biologische Wirksamkeit ist abhängig von der 
Strahlenart, der Bestrahlungszeit, dem durchstrahlten Medium und dem Abstand zur 
Strahlenquelle. Röntgenstrahlung verursacht bei einer Dosis von 1 Gy pro Zelle ca. 35 
Doppelstrangbrüche. Alpha-Strahlung ca. 63 DSB. Zur Vergleichbarkeit wurde die 
Äquivalentdosis eingeführt. Sie entspricht der Energiedosis mit einem Gewichtungsfaktor. 
Ihre Einheit ist Sievert. Die effektive Dosis berücksichtigt zusätzlich die beobachtete 
Empfindlichkeit der unterschiedlichen Organe gegenüber ionisierender Strahlung an. Die 
theoretische Größe berechtet sich aus den einzeln Organdosen HT und den Wichtungsfaktoren 
WT für einen idealen Körper. Die Wichtungsfaktoren werden von der internationalen 
Strahlenschutzkommission auf Grundlage statistischer Auswertungen von atomaren 
Katastrophen wie Hiroshima und Tschernobyl vorgeschlagen [KRIEGER H, 2007; 
FOLKERTS KH 2010].  
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Die in einem Organismus durch Strahlung geschädigte Makromoleküle und Proteine werden 
durch Neubildungen ersetzt. Der Informationsspeicher DNA hingegen wird repariert. 
Phylogenetisch haben sich die Reparaturmechanismen im Genom wenig verändert. Neben 
spezifischen Reparaturmechanismen, die Veränderungen an den Basen (Basen-
Exzisionsreparatur), oder kurzen DNA-Abschnitten (Nukleodid-Exzisionreparatur, 
Fehlpaarungs- oder Missmatch-Reparatur) beheben [KROKAN et al., 2000; ANDRESSOO et 
al, 2006; MURKEN et al., 2006; DIEGWEED, SPERLING, 2007], gibt es die Mechanismen 
der Rekombinations-Reparatur. Bei Eukaryonten sind die homologe Rekombination und das 
nicht homologe End-joning zu unterscheiden. Ihre Hauptaufgabe ist die Korrektur von 
Doppelstrangbrüchen [HOEIJEMAKERS, 2001; CHRISTMANN et al., 2003; SPERLING, 
DIEGWEED, 2007]. 
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2.4 DNA-Doppelstrangbruch  
Durch die zentrale Position der DNA als Informationsspeicher besitzen die DNA-
Reparaturprozesse von DSB einen hohen Stellenwert. Dieses spiegelt sich in der 
molekularbiologisch beobachteten strengen Konservierung der Reparaturgene im Genom 
wieder. Zelltypus und Lebensabschnitt eines Organismus bestimmen die Bedeutung der 
Reparaturwege für die einzelne Zelle [ZAFAR et al., 2010]. 
Neben dem Verlust von Erbinformation direkt am DSB, kann es zu einer Störung des 
Ausleserasters an den codierenden DNA-Sequenzen kommen. Zur Folge hätte beides eine 
veränderte Proteinexpression in der Zelle. Je nach Phase des Zellzyklus können auch 
kondensierte Chromosomen geschädigt werden. Eine solche Chromosomenaberration kann 
den Verlust ganzer Chromosomenabschnitten bewirken. Hierdurch besteht eine potentielle 
Gefährdung des Genoms in seiner Gesamtheit. Nach außen sichtbare mögliche Effekte bei 
chromosomalen Umlagerungen sind Dysregulation von Genaktivität und unerwünschte 
Fusionsproteine von gegebenenfalls systemübergreifendem Ausmaß. Weiter kann es je nach 
Mutationsart zum Tod oder zur Teilungsunfähigkeit der Zelle kommen. Bei einer 
überschießenden Teilung ist eine Ausbildung von Tumoren möglich [BEKKER-JENSEN S, 
MAILAND N, 2010; ZAFAR et al., 2010]. Phylogenetisch hat sich ein hochdifferenzierter 
Signalprozess als Antwort auf einen DSB entwickelt. Neben dem Erkennen des Schadens 
beinhaltet dieser die Regulation der Zellantwort. Über die ausgelöste Proteinkaskade wird je 
nach Schadensausmaß die DNA repariert, die Zelle geht in einen Zellzyklusarrest über oder in 
dem Prozess der Apoptose zugrunde [KHANNA, JACKSON 2001; BARTEK J, LUKAS J, 
2007; BEKKER-JENSEN S, MAILAND N, 2010]. 
 
 
Abbildung 2:  
Signalprozess nach einem DNA-Doppelstrangbruch [aus KHANNA, JACKSON 2001].
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2.4.1 Homologe Rekombination  
Die DSB-Reparatur durch die homologe Rekombination (HR) findet vor allem in Phasen des 
Organismuswachstums und Mitose statt [ORII et al., 2006]. Hier kann durch den 
Reparaturmechanismus in der späten S- bzw. G2-Phase auf die originale Sequenzinformation 
des homologen Schwesterchromatids [WEST et al., 2003; THACKER et al., 2004], die durch 
den DSB verloren gegangen ist, zurückgegriffen werden. Damit ist dieser zeitlich begrenzte 
Mechanismus im Vergleich zum nicht homologen End-joining exakter [KINNER et al., 
2008]. Für Eukaryonten bzw. Säugetierzellen sind vier relevante HR-Modelle beschrieben 
[PAQUES, HABER 1999; HUERTAS 2010]. 
 
 
Tabelle 3:  
Für Säugetiere relevante Modelle der homologen Rekombination [nach HUERTAS 2010]: 
 
- „double-strand-break-repair“ (DSBR) -Modell, 
- „synthesis-depent-strand-annealing“ (SDSA) -Modell, 
- „break-induced replication“ (BIR) -Modell, 
- „single-strand annealing“ (SSA) -Modell. 
 
 
Als Startpunkt aller Reparaturmodelle ist die Aktivierung der Proteinkinase Ataxia 
telangiectasia-mutated (ATM) zu sehen. Dies erfolgt durch den MRN-Komplex (aus den 
Proteinen MRE11, Rad50 und NBS1) in der Rekrutierung des inaktiven ATM an den offenen 
Doppelstrangbruch. Parallel kommt es zur Entwindung der DNA-Doppelhelix am DSB und 
der Phosphorylierung der vor Ort befindlichen H2AX Histone [KINNER et al., 2008]. Der 
nächste beobachtete Schritt ist eine Aufbereitung der Bruchstelle (DNA-resection) durch die 
Bildung von einem 3’-Überhang aus langen DNA-Einzelstränge an der Bruchstelle. Diese 
ssDNA wird von der 5’ - 3’-Exonuklease-Untereiheit des MRN-Komplexes und der Nuklease 
CtIP erzeugt. An den Enden mit ssDNA bindet dann der „Replication protein A“(RPA)-
Proteinkomplex und stabilisiert die Einzelstränge [KINNER et al., 2008; HUERTAS 2010]. 
Bis auf das „single-strand annealing“ nutzen die drei anderen Reparaturwege der homologen 
Rekombination die ssDNA um entsprechende DNA-Regionen im Genom des homologen 
Schwesterchromatids (Donorsequenzen) als Matritze zu finden. Danach unterscheiden sich 
auch diese drei Reparaturwege [KINNER et al., 2008; HUERTAS 2010]. 
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Am besten erforscht sind das „double-strand-break-repair“ und das „synthesis-depent-strand-
annealing“. Dabei werden im Verlauf RPA gegen den Rekombinationsfaktor RAD51 und die 
als RAD51-Paraloge (RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2 und XRCC3) bezeichneten 
Proteine ausgetauscht. Erleichtert wird dies durch RAD52, RAD54 und dem essentiellen 
„Breast Cancer susceptibility-protein 2“ (BRCA2) [PELLEGRINI et al., 2002; WEST et al., 
2003; KINNER et al., 2008; KINNER et al., 2008; HUERTAS 2010] 
Als nächstes bildet sich der displacement loop (d-loop). In einer Verschiebungsreaktion 
(strand invasion) kommt der ssDNA-Einzelstrang neben dem komplementären und 
vollständigen Einzelstrang des Schwesterchromatids zum liegen. Die gebildete 
Verdrängungsschlaufe (d-loop) aus zwei DNA-Duplex, vier DNA-Einzelsträngen wird als 
„double Holliday-junction“ bezeichnet. Beteiligt sind die RAD54- und RAD51c-Komplexe 
[LIU et al., 2004; WYMAN et al., 2004; KINNER et al., 2008]. 
An den freien 3’-OH-Ende des DNA-Bruchs wird die Synthese der neuen DNA gestartet und 
die Lücke aufgefüllt. Der Syntheseprozeß ist mit einer Überkreuzung (branch migration) 
assoziiert. Der Reparaturprozess endet mit der Lösung der „double Holliday-junction“. In der 
Auflösung unterscheiden sich die beiden HR-Modelle. In dem SDSA hybridisieren die neu 
gebildeten Einzelstränge miteinander. Hingegen wird der d-Loop im DSBR durch Nukleasen 
aufgelöst. Durch das Schneiden der überkreuzenden DNA-Stränge kommt es hier zu einem 
Cross-Over. Bei der „break-induced replication“ kommt es nur an einem Ende des Bruches 
zur „strand-inversion“. Hier startet der Replikationsprozess bis die fehlende Sequenz bis zum 
Chromosoenende erneuert ist [KINNER et al., 2008]. 
Bei dem „single-strand annealing“ sind homologe Regionen in der DNA zu beiden Seiten des 
DSB nötig. Diese Regionen werden freigelegt und die ssDNA-Überhänge nähern sich an. In 
dem folgenden Prozess der Lückenauffüllung kann es zu Verlust oder einem Einfügung von 
DNA-Sequenzen kommen. Aus diesem Grund scheint das SSA bei höheren Eukaryonten und 
sonst funktionstüchtigen HR-Wegen selten DSB zu reparieren [KINNER et al., 2008; 
FRANKENBERG-SCHWAGER et al., 2009].  
Bis auf das SSA arbeiten alle der beschriebenen HR-Reparaturwege fehlerfrei, wenn das 
homologe Schwesterchromatid als Matrize vorliegt. Startet einer dieser HR-Prozesse ohne das 
homologe Schwesterchromatid kann es zu groben chromosomalen Umlagerungen kommen. 
Diese werden als gross chromosomal rearrangements (GCRs) bzw. gross chromosomal 
aberrations bezeichnet und besitzen durch die Störung der Stabilität des Genoms eine große 
zerstörerische biologische Wirkung [KINNER et al., 2008; HUERTAS 2010; BEKKER-
JENSEN S., MAILAND N, 2010].  





Schematische Darstellung der homologen Rekombination [KINNER et al., 2008]. 
 
 
Weitere  folgende Aspekte der homologen Rekombination haben sich aus Studien ergeben. 
Essentiell für die Effektivität der homologen Rekombination ist der vorgeschaltete Signalweg. 
Der Zellzyklus schreitet erst dann voran, wenn alle DSB repariert sind. An der Regulation 
beteiligte Proteine sind vor allem ATM und ATR (Ataxia telangiectasia and Rad3 related) 
[ABRAHAM et al., 2001; DUROCHER, JACKSON, 2001; O’DRISCOLL, JEGGO, 2006]. 
Auch gibt es Hinweise, dass die homologe Rekombination in teilungsfähigen Zellen NHEJ- 
refraktäre DSB-Untergruppen repariert. Hier durch würde das Überleben nach einer erhöhten 
DSB-Belastung, beispielsweise nach einer Bestrahlung des Gewebes, erhöht [KINNER et al., 
2008; HUERTAS 2010].  
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2.4.2 Nicht homologe End-joining  
Das nicht homologe End-joining (NHEJ) nutzt keine bzw. nur begrenzt Sequenzhomolgien 
zur DSB-Reparatur und kann ohne das Vorliegen eines homologen Schwesterchromatids 
ablaufen. Zufällige Basenpaarungen der nicht komplementären Stränge können vorkommen. 
Dies wird als Mikrohomologie gerichtetes End-joining bezeichnet [COLLIS et al., 2005]. Es 
besteht keine Beschränkung auf eine bestimmte Zellzyklusphase. Das NHEJ ist damit der 
Hauptmechanismus zur DSB-Reparatur in den Funktionsphasen des Zellkerns (G1/ G0-Phase) 
und im adulten Organismus [VAN GENT et al., 2001; LIEBER et al., 2003; KOBAYASHI et 
al, 2008].  
In der Literatur wird das NHEJ als ein ungenauer Reparaturmechanismus diskutiert. Durch 
das Fehlen der DNA-Sequenzvorlage des Schwesterchromatids im haploiden 
Chromosomensatz [HOEIJEMAKERS, 2001; CHRISTMANN et al., 2003] und der 
Aufarbeitung (DNA resection) der primär nicht ligierbaren Bruchenden kann es potentiell zu 
einem Verlust oder dem Einfügen von Nukleotiden kommen. Eine Veränderung der 
Erbinformation ist damit denkbar [LEES-MILLER et al., 2003; LIEBER et al., 2003; 
O’DRISCOLL M, JEGGO PA, 2006]. 
Neben dem gut erforschten DNA-Proteinkinase (DNA-PK) abhängigen NHEJ (D-NHEJ) 
berichten neuere Studien von einem backup-NHEJ-System (B-NHEJ) [WINDHOFER et al., 
2007; MLADENOV E, ILIAKIS G, 2011]. Dieses wird durch höheren Eukaryonten bei 
Defekten des D-NHEJ zur DSB-Reparatur genutzt. Es besteht hier kein Zusammenhang mit 
der homologen Rekombination. Das B-NHEJ soll jedoch an der Reparatur von Basenschäden 
und Einzelstrangbrüchen beteiligt sein [ILIAKIS et al., 2004; KINNER et al., 2008]. Weiter 
scheint das B-NHEJ ein energetisch ungünstiger Reparaturweg zu sein, so dass die meisten 
DSB nach dem D-NHEJ behoben werden [LÖBRICH M, JEGGO P A, 2005]. Ebenfalls ist 
eine reduzierte Effektivität wahrscheinlich, denn Säugetierzellen mit einem Defizit der DNA-
Proteinkinase sind sehr strahlensensibel [MAHANANEY BL et al., 2009]. 
Wann welcher Reparaturweg startet, wird von der Konzentration funktionstüchtiger Enzyme 
am DSB bestimmt. Diese ändert sich je nach Zellzyklusphase oder durch genetisch 
determinierte Proteindysfunktionen. Hier durch wird auch bestimmt, ob ein DSB von dem 
NHEJ oder der homologe Rekombination repariert wird. Wenn in gesunden Eukaryonten die 
Untereinheit KU der DNA-PK am DSB binden kann, startet die (D)-NHEJ. Ist jedoch in der 
DNA-resection die DNA-Bruchstelle durch den MRN-Komplex und die Nuklease CtIP mit 
ssDNA versehen worden, kann KU nicht binden. Die homologe Rekombination beginnt statt 
des (D)-NHEJ [HUERTAS 2010; MIMITOU EP, SYMINGTON LS, 2011]. 





Die Abbildung [aus KINNER et al., 2008] zeigt das DNA-PK-abhängige nicht homologe End-
joining. Die freien DNA-Bruchenden werden durch das KU-Protein (aus Untereinheiten KU 
70 und KU 80) besetzt, damit stabilisiert und vor Nukleasen geschützt [DEFAZIO et al., 
2002; MAHANANEY BL et al., 2009]. Durch den Einfluss der Proteine PNKP und Tdp1, 
rekrutiert KU die DNA-PKcs-Moleküle zum DSB und es bildet sich das vollständige Enzym 
DNA-PK (Ku 70/ Ku 80/ DNA-PKcs) an der DNA [KINNER et al., 2008]. In diesem Prozess 
kommt es zur Autophosphorylierung und Aktivierung der DNA-PK. Die Bruchlücken-
Aufbereitung (DNA resection) wird durch Auffüllen kleiner Lücken und das Entfernen von 
nicht legierbaren Basen fortgeführt. Je nach Bruchtyp sind die Enzyme Artemis (als 5’-3’-
Endonuklease hier), DNA-Proteinkinase µ und λ, Polynukleotidproteinkinase (PNKP), 
Werner syndrom protein (WRN) beteiligt (hier nicht alle abgebildet) [MAHANANEY BL et 
al., 2009]. In einem folgenden Umlagerungsprozess mit einer Entfernung den DNA-PK von 
DSB kann ein Komplex aus DNA-Ligase IV/ XRCC4/ XLF die Verbindung der Enden 
vermitteln. Die DNA-Polymerase µ und λ füllen die Bruchlücke dann auf. Die Histone H2AX 
der angrenzende Nukleosomen werden zum Reparaturbeginn parallel durch die DNA-PK 
phosphoryliert [LIEBER et al., 2003; O’DRISCOLL M, JEGGO PA, 2006; KINNER et al., 
2008]. 






In der obenstehenden Abbildung [aus KINNER et al., 2008] ist ein alternativer Weg des 
NHEJ abgebildet. Über das B-NHEJ besteht derzeit nur begrenztes Wissen. Es scheint durch 
eine funktionsfähige DNA-PK unterdrückt zu werden [PERRAULT et al., 2004].  
Die DNA-PK-Untereinheiten KU70/80 hemmen das Histon H1 und PARP1 [MLADENOV E, 
ILIAKIS G, 2011]. PARP-1 erkennt bei Fehlen der DNA-PK den DSB und lagert sich an. Als 
zentraler Reparaturkomplex fungiert ein Komplex aus den Proteinen PARP-1/ DNA-Ligase 
III/ XRCC1 [AUDEBERT et al., 2004; WANG H et al., 2005]. Mediatoren des 
Reparaturvorgangs sind das Histon H1 und das Protein WRN [ROSODI et al., 2008, 
MLADENOV E, ILIAKIS G, 2011]. 
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2.5 Zentrale Proteine der DSB-Reparatur 
 
2.5.1 Histon γ-H2AX 
Im Zellkern von Eukaryonten ist das Nukleosom die kleinste strukturelle Organisationseinheit 
der kondensierten DNA. Es bildet damit das Grundgerüst des Chromatins bzw. eines 
Chromosoms [PRUSS et al., 1995]. Zusammengesetzt wird ein Nukleosom aus Histonen und 
DNA: jeweils zwei gleiche Histone einer Familie (H2A, H2B, H3 und H4) fügen sich zu 
einem Oktamer zusammen [LUGER et al., 1997]. Um dieses Oktamer lagert sich die DNA in 
einer Länge von 145 bis 147 Basenpaaren [bp] an. Das ergibt eine relative Atommasse von 






Aufbau des Chromations aus Nukleosomen [aus KINNER et al., 2008]. 
 
 
Histone werden bei den Säugetieren durch eine Vielzahl von Genen kodiert. Diese sind 
aufgrund ihrer Bedeutung gut konserviert im Genom. Unter anderem durch repetitives 
Vorkommen [CELESTE et al 2002]. Aber auch werden die kodierenden DNA-Sequenzen nur 
dann ausgelesen, wenn während der S-Phase neue DNA gebildet wird. Die Gensequenzen der 
Histone scheinen phylogenetisch sehr alt zu sein. Sie besitzen keine Introns und es erfolgt 
kein posttranskriptionelles Processing der ausgelesenen mRNA vor der Translation (kein 
Spleißen, kein Capping, kein Poly-A-Schwanz). Die DNA-Sequenz entspricht in ihrer 
Abfolge der kodierten Aminosäurensequenz [HEINTZ et al., 2003]. Dieses ist bei den meisten 
Proteinen im menschlichen Körper nicht der Fall. 
Weiter bemerkenswert ist, dass die Histone der Gruppen H2B, H3 und H4 sich nur in wenigen 
Aminosäuren unterscheiden. Bei Gruppe der H2A-Histone hingegen können in den 
charakteristischen Aminosäuresequenzen drei Subfamilien differenziert werden: 
Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen in murinem Nierengewebe 
 26 
H2A1-H2A2, H2AZ und H2AX. Ihre Gensequenzen wurden evolutionär unabhängig vererbt 
und sind nicht gekoppelt [WEST et al., 1980; THATCHER et al., 1994]. Für das Histon 
H2AX ist das Sequenzmotiv von Ser-Gln-Glu (SQE) am C-Terminus typisch [REDON et al., 
2002; SEDELNIKOVA et al., 2002]. 
 
 
Abbildung 7:  
Aufbau eines Nukleosoms mit phosporyliertem H2AX-Histon [aus KINNER et al., 2008] 
 
 
Nach einer ionisierenden Bestrahlung wurde an der Bruchstelle des DNA-Doppelstrangs 
beobachtet, dass die dort befindlichen Histone vom Typ H2AX innerhalb von Minuten 
phosphoryliert werden. Dies erfolgt redundant durch die genannte spezifische DNA-
abhängige Proteinkinase oder die ATM-Proteinkinase [PARK et al., 2003]. Die überlappende 
Funktion der beiden Enzyme wird in Wirbeltierzellen von Maus und Mensch gefunden 
[STIFF et al., 2004]. Nach der Anlagerung eines organischen Phosphatrestes an die 
Aminosäure Serin-139 des Histons wird dieses als γ-H2AX bezeichnet [ROGAKOU et al., 
1998; SEDELNIKOVA et al., 2002]. Die Ausdehnung der H2AX-Phosphorylierung um eine 
Bruchstelle (Doppelstrangs oder Einzelstrangs) kann zwischen einer und zwei Millionen 
Basenpaare (1-2 Megabasen) groß sein [ROGAKOU et al., 1998 und 1999].  
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Die γ-H2AX-Bildung ist eine der ersten Stufen in der Signalkaskade der DNA-
Schadensantwort. Von γ-HA2X ausgehend, werden die nachgeschalteten Reparaturproteine 
[SEDELNIKOVA et al., 2003; FERNANDEZ-CAPETILLO et al., 2004] RAD 50, RAD 51, 
„Breast Cancer susceptibility-protein 1“ (BRCA1) und 53PB1 aktiviert. Durch ihre örtliche 
Nähe zur DNA und zum Bruch haben sie neben Reparatur-, auch Checkpointfunktionen 
[FURUTA et al., 2003; HUYEN et al., 2004]. Das Histon γ-H2AX fördert das 
Zusammenwirken der Proteine und stärkt die Effizienz der DNA-Reparatur [KINNER et al., 
2008]. Eine Erhöhung der γ-H2AX-Konzentration am Ort des Doppelstrangbruches wird 
durch das Mediator-DNA-Schadens-Checkpoint-Protein 1 (MDC1) bewirkt [STUCKI, 
JACKSON, 2004]. Dieses erfolgt durch die Bindung von γ-H2AX in einer Domaine am  
C-terminalen Ende von MDC1 [STUCKI et al., 2005; LOU et al., 2006].  
Mit einem spezifischen Antikörper, der an einen primären Antikörper gegen γ-H2AX bindet, 
ist es möglich, DSB optisch wahrnehmbar zu machen. Diese nach ionisierender Bestrahlung 
induzierten punktförmigen Signale, beispielsweise in der Fluoreszenzmikroskopie sichtbar 
gemacht, werden als „ionizing-radiation induced foci“ (IRIF) bezeichnet [BEKKER-JENSEN 
S, MAILAND N, 2010]. Zuvor wurden DNA-Doppelstrangbrüche unter anderem mit der 
Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) nachgewiesen. Nach einer Aufarbeitung der bestrahlten 
Zellen werden hierbei die entstandenen DNA-Fragmente der Masse nach aufgetrennt. 
Verlässliche Daten sind mit diese Methode nach einer Röngenbestrahlung von ca. 5 Gy zu 
erhalten [CHU et al, 1986]. Dass ein IRIF, ein γ-H2AX-Focus, einem Doppelstrangbruch 
entspricht, konnte durch vergleichende Untersuchungen mit einer 95 keV Röntgenstrahlung 
gezeigt werden [SEDELNIKOWA et al., 2002; ROTHKAMM et LÖBRICH, 2003]. Mit der 
antikörperbasierten Methode ist nun möglich, DSB direkt im Zellkern durch eine 
histologische Untersuchung nachzuweisen und zu beobachten. Durch die Nutzung der  
γ-H2AX-Methode in der Immunofluoreszenzmikroskopie können DSB in einem 
Dosisbereichen von 0,001 Gy bis 5 Gy nachgewiesen werden [ROTHKAMM et LÖBRICH, 
2003; KINNER et al., 2008]. Dies gelingt erfolgreich bei exogenen verursachten DSB durch 
Bestrahlung oder Agenzien und bei endogen z.B. durch DNA-Umlagerungen entstanden DSB 
[BURMA, 2001; CHEN et al., 2000; PETERSEN et al., 2001; MAHADEVIAH et al., 2001]. 
In weiteren Studien wird berichtet, dass eine Phosphorylierung des Histons H2AX durch die 
DNA-Protinkinase in Form und Intensität schwächere Kern-Foci ergeben als eine durch ATM 
[BURMA et al., 2001; PAUL et al., 2000].  
Eine durch UV-Licht oder Replikationsstress verursachte H2AX-Phosphorylierung formt 
keine eindeutigen Foci. Entstandene Einzelstrangbrüche bewirken eine ATR-Aktivierung 
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ohne signifikanten γ-H2AX-Foci-Anstieg [KINNER et al., 2008]. Neben γ-H2AX bilden 
weitere Proteine der DSB-Reparatur nach einer Bestrahlung an der Bruchstelle der DNA IRIF 
aus. Klar abgrenzbar sind die Proteine MDC1, ATM und 53 BP1 [CELLEST et al., 2002; 





Die Abbildung zeigt den initialen Prozess nach einem DSB. Es kommt zur Aktivierung von  
γ-H2AX durch die Kinasen ATM oder DNA-PK. Nach der Anlagerung von MDC1 an γ-H2AX 
bindet der MRN-Komplex aus MRE11, RAD50 und NBS1. Eine Feedbackschleife entsteht 
durch die gesteigerte ATM-Aktivität mit weiterer H2AX-Phosphorylierung und dem 
Einbeziehen von 53PB1. Dem folgt die Rekrutierung von RNF8 mit der MDC1-
Phosphorylierung. Essentiell für die Bindung von BRCA1/BARD1 ist die Polyubiquitinierung 
von γ-H2AX [aus KINNER et al., 2008] 
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2.5.2 ATM-Proteinkinase und MRN-Komplex 
In gesunden Säugetierzellen hat das Protein des „ataxia telangiectasia-mutated“-Gen (ATM) 
eine zentrale Rolle in der Erhaltung der genomischen Stabilität. Neben dem Einfluss auf die 
Doppelstrangbruchreparatur (Start von NHEJ und homologer Rekombination) wirkt es durch 
die Phosphorylierung von Effektorproteinen auf Checkpoints des Zellzyklus. Nachgewiesen 
wurde eine Wirkung mit dem MRN-Komplex auf die Proteine P53, „Structural maintenance 
of chromosomes-protein 1“ (SMC1), Checkpointkinase 2 (CHK2) und BRCA1 [SHILO 2001; 
KURZ et al., 2004]. 
ATM besitzt als eine Serin-Threonin-Proteinkinase, die Fähigkeit der Autophosphorylierung 
an der Aminosäure Serin-1981. In der Nähe eines Doppelstrangbruches geht das inaktive 
ATM-Dimer in das aktive Monomer über. Dieser ATM-Aktivierungsprozess ist abhängig 
vom MRN-Proteinkomplex [ANDEGEKO et al., 2001; BAKKENIST et, 2003].  
Neben der beschriebenen Endonukleaseaktivität bei kovalenten DNA-Protein-Verbindungen 
[HARTSUIKER et al., 2009] und der DNA-resection an der Bruchstelle [HUERTAS 2010] 
kann der MRN-Komplex aus den Proteinen MRE11, Rad50 und „Nijmwegen Breakage 
Syndrom-Protein 1“ (NBS1) [D’AMOURS et al., 2002; PERTRINI et al., 2003; VAN DEN 
BOSCH et al., 2003] durch seine dreidimensionale Struktur an einen DSB binden, die 
Bruchenden stabilisieren und die ATM-Aktivierung bewirken [MORENO-HERRERO et al., 
2005; WILLIAMS et al., 2005]. In diesem Prozess hat eine zentrale Funktion der als 
Zinkfinger bezeichnetet Proteinbereich der MRN-Untereinheit RAD50 [HOPFNER et al., 
2002; WILTZIUS et al., 2005]. Durch eine Konformationsänderung bei DNA-Kontakt wird 
die ATM-Anlagerung an den Komplex ermöglicht. Ein Proteinabschnitt 
(Aminosäurensequenz FXF/Y-Motiv) der MRN-Untereinheit NBS1 leitet dann ATM zum 
DNA-Schaden und es kommt zur ATM-Aktivierung [FALCK et al., 2005; FERNANDES et 
al., 2005]. 
Bei Zellen mit fehlerhaftem MRN-Komplex besteht eine veränderte regionale Anordnung von 
ATM am DSB. Hierdurch resultiert eine verminderte ATM-Autophosphorylierung und damit 
eine gestörte Aktivierung und Regulation der nachgeschalteten Effektorproteinen [CARSON 
et al; 2003; UZIL et al., 2003; KITAGAWA et al., 2004, LEE et al., 2004; 
DIFILIPPANTONIO et al., 2005]. Potentiell besteht deshalb ein erhöhtes Risiko einer DSB-
Persistenz und die damit verbundenen Folgen [PETRINI et al., 2003; SEDELNIKOVA et al., 
2003; SHILOH et al., 2003; VAN DEN BOSCH et al., 2003; KITAGAWA et al., 2004]. 
Das durch eine ATM-Proteindysfunktion oder einem Fehlen von ATM verursachte komplexe 
Krankheitsbild besitzt aus historischen Gründen durch das seltene Auftreten des Syndroms 
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mehrere Bezeichnungen. Neben dem Begriff Ataxia telangiectasia werden Boder-Sedgwick-
Syndorm oder Louis-Bar-Syndrom synonym verwendet. Die autosomal-rezessiv vererbte 
Systemerkrankung wird zu den Phakomatosen und den Chromosomenbruchsyndromen 
gezählt. Bei über 400 Mutationen des ATM-Gens (Chromosom 11) ist Prävalenz für 
heterozygote Mutationsträger relativ hoch, für ein homozygotes Auftreten der gleichen 
Mutation des ATM-Gens sehr gering. Die Inzidenz unter den Neugeborenen von 1: 100.000 
bis 1: 200.000 gibt dies wieder [SITZMANN, NEUHÄUSER, 2007].  
Nach dem gültigen ICD-Standard der WHO für Deutschland ist das Syndrom definiert als 
eine zerebrelläre Ataxie mit defektem DNA-Reparatursystem (ICD-10: G 11.3). Wie die 
meisten genetisch bedingten Erkrankungen zeigen sich schon in der Kindheit Symptome. Im 
Vordergrund stehen neurologische und immunologische Veränderungen [CHUEN, GATTI, 
2004; SITZMANN, NEUHÄUSER, 2007]. Es kommt durch die zerebrelläre Ataxie zu einer 
kleinhirnbedingte Gang- und Standunsicherheit und dystonen Bewegungsstörungen. Noch vor 
dem 10. Lebensjahr sind die meisten Kinder auf einen Rollstuhl angewiesen. Die Atrophie des 
Kleinhirns im Bereich der Vermis zeigt sich auf zellulärer Ebene in einer Reduktion der 
Purkinje- und Granulazellen. Pathognomonisch und namensgebend sind weiter die als 
Teleangiektasien bezeichneten Erweiterungen der Blutgefäße in der Haut. Meist im Gesicht 
und den Bindehäuten. Die erhöhte Infektanfälligkeit der Kinder ist auf eine verminderte 
Immunkompetenz durch T-und B-Lymphozytendefekte zurückzuführen. Die Symptome sind 
interindividuell verschieden stark ausgeprägt. Ein Drittel der AT-Patienten entwickeln im 
Leben Neoplasien. Kinder und Jugendliche sind vor allem von Lymphomen und Leukämien 
betroffen. Ältere Patienten haben ein erhöhtes Risiko von Mamma- und kolorektalen 
Karzinomen [DIEGWEED, SPERLING 2007; SITZMANN, NEUHÄUSER, 2007]. 
Eine ATM-Defizienz zeichnet sich ebenfalls durch eine erhöhte Empfindlichkeit für die 
Folgen von ionisierenden Strahlen und DSB-erzeugende Chemikalien aus. Allerdings besteht 
keine erhöhte Sensibilität für andere DNA-schädigende Noxen. Die gesteigerte 
Chromosomenbrüchigkeit ist charakteristisch. Vereinzelt kommt es zu Fusionen der 
Chromosomenenden (Telomerfusionen). Bei bestrahlungsinduzierten DSB kommt es in der  
S-Phase nicht wie bei Gesunden zu einem Zellzyklus-Stopp, sondern eine radioresistente 
DNA-Synthese findet statt. Die DSB-Reparatur, insbesondere die HR, und die DNA-
Schadenssignalkaskade sind gestört [SWIFT et al, 1991; GATTI et al, 1991; ROTMAN G, 
SHILOH Y 1998; SANDOVAL et al, 1999; DIEGWEED, SPERLING 2007]. 
Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen in murinem Nierengewebe 
 31 
2.5.3 Ataxia telangiectasia-like disorder  
Die Ataxia telangiectasia-like disorder (ATLD) ist eine sehr seltene Erkrankung. Klinisch 
zeigt sie ein dem Louis-Bar-Syndrom vergleichbares Bild, einschließlich der neuronalen 
Degeneration. Ein Anstieg der Tumorerkrankungen wie bei AT-Patienten wird nicht 
beobachtet. Auf molekularer Ebene konnte bisher eine hypomorphe Exprimierung der MRN-
Untereinheit MRE11 nachgewiesen werden. Das exprimierte mutierte Allel des MRE11-Gens 
ist im Phänotyp schwächer ausgebildet als im Wildtyp. Diese führt zu einer Funktionsstörung 
von MRE11 und scheinbar gegenregulatorisch zu einer vermehrten Produktion der anderen 






Die Abbildung gibt die zentrale Rolle des MRN-(MRE11/ Rad50/ NBS1)-Proteinkomlexes 
nach einem DSB wieder. Die Aktivierung der nachfolgenden Protein-Signal-Kaskade durch 
ATM/ MRN-Phosphorylierung, der Einfluss auf den Zellzyklus und die Checkpoints an den 
Übergängen der einzelnen Zellzyklusphasen ist zu sehen [Abbildung nach DIEGWEED, 
SPERLING, 2007]. 
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2.5.4 DNA-abhängige Proteinkinase  
In ihrer Funktion als Enzym ist die DNA-abhängige Proteinkinase (DNA-PK) eine Serin-
Threonin-Kinase [LEES-MILLER, 1990]. Sie gehört mit ATM und ATR zu der 
Proteinfamilie der Phosphatidylinositol-3-Kinase-verwandten Proteine (phosphatidyl inositol-
3-like kinase proteins = PILK) [Hartley et al., 1995]. Wie berichtet, nehmen diese Kinasen 
eine zentrale Stellung in der DSB-Reparatur und der Sicherung der genomischen Stabilität ein 
[DASIKA et al., 1999]. Die DNA-PK reguliert neben den Aufgaben in der NHEJ, die 
Effektorproteine „cysteinyl-aspartate specific protease 3“ (Caspase 3), „Checkpoint-Kinase 1“ 
(CHK1), „Heat shock factor protein 1“ (HSF1), und den Natrumbicarbonat-Transporter 
NBC1 [Collins et al., 2005]. Zusätzlich scheint die DNA-PK eine Funktion während der 
DNA-Replikation zu besitzen, denn das Protein kann in dieser Zellphase zusätzlich zum 
Zellkern auch im Zytoplasma nachgewiesen werden [NILSSON et al., 1999]. 
Säugetierzellen mit dem Severe Combined Immunodeficiency Disorder (SCID)-Syndrom 
(ICD10: D 81.1) können eine Funktionsstörung der DNA-PK aufweisen. Es kommt unter 
anderem zu einer Störung in der V(D)J-Rekombination [LIEBER, 2008; MAHANEY et al., 
2009]. Für das autosomal-rezessiv vererbte Syndrom sind eine Vielzahl von genetischen 
Ursachen bekannt. Es konnten Mutationen in 10 verschiedenen Genen nachgewiesen werden, 
die das Syndrom unabhängig von einander auslösen können. Spontanmutationen sind häufig. 
Die Mutation des als Artemis-Gen bezeichnetem DNA-Abschnittes auf Chromosom 11 geht 
neben einer schweren Immundefizienz mit einer erhöhten Empfindlichkeit für die Folgen von 
ionisierender Strahlung einher. Dies wird als radiationsensitive SCID (RS-SCID) bezeichnet. 
Etwa 10 % der DSB in humanen Fibroblasten-Zelllinien werden von der Nuklease Artemis 
abhängig repariert [BUCKLEY RH 2004; RIBALLO et al., 2004].  
Weltweit erkrankt ein Neugeborenes von 50.000 bis 100.000 an dem Syndrom [HUANG, 
MANTON 2004]. Die Säuglinge fallen in den ersten Lebensmonaten durch vermehrte Infekte 
auf. Begründet ist dies in einer Störung der humoralen und zellulären Immunantwort. Es sind 
neben den B-Lymphozyten und den natürlichen Killerzellen, vor allem die T-Lymphozyten 
betroffen [KALMAN et al., 2004; ROBERTS et al., 2007]. Diese sind entweder defekt oder 
fehlen ganz. Die betroffenen Kinder leiden an bakteriellen Infektionen wie Pneumonien oder 
Otitis media, Candidosen und Diarrhöen. Daneben werden die Kinder auffällig durch 
Entwicklungs- und Wachstumsstörungen. Das schwerwiegende SCID-Syndrom führt ohne 
Therapie meist innerhalb eines Jahres zum Tod des Säuglings.  
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Die symptomatische Therapie besteht in der Minimierung des Infektionsrisikos durch 
Isolation und antiinfektive Prophylaxe. Die Betroffenen leben unter sterilen Bedingungen. 
SCID wurde durch David Vetter (1971-1984) als „bubble boy disease“ bekannt. Kausal kann 
die Erkrankung nur durch eine allogene Knochenmark-Stammzell-Transplantation geheilt 
werden. Jedoch kann es zu Folgeerkrankungen durch die intensive Behandlung kommen. 
Unter anderem durch die Chemotherapie zur Abtötung des ursprünglichen und kranken 
Knochenmarks. Im Versuchstadium befinden sich Therapieansätze der Gentherapie 
[BUCKLEY RH 2004; SITZMANN, 2007]. 
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2.6 Ziele der Arbeit  
Bei den Patienten in der Radioonkologie werden eine Vielzahl von Bestrahlungsreaktionen 
gesehen. Neben den aktuell objektivierbaren Faktoren aus Therapieschema (Tages- und 
Gesamtdosis, Fraktionierung und Anzahl der Bestrahlungen, Kombination mit einer 
Chemotherapie) und dem Zielgebiet (bestrahltes Organ, angrenzendes und durchstrahltes 
Gewebe), gibt es interindividuelle Unterschiede in der Ausprägung der Symptome und dem 
zeitlichem Auftreten einer Bestrahlungsreaktion bei den einzelnen Patienten. 
Genetische determinierte Unterschiede in der DNA-Reparatur, insbesondere bei den 
biologisch bedeutsamen DNA-Doppelstrangbrüchen sind anzunehmen. Da ebenfalls eine 
Differenz in der Bestrahlungstoleranz der einzelnen Organe zu beobachten ist, könnte eine 
gewebespezifische DSB-Reparatur angenommen werden.  
Die Phosphorylierung der Histone H2AX gilt als Anhaltspunkt für einen stattgefunden DSB. 
Durch den Nachweis dieser IRIF können Unterschiede in der DSB-Reparatur belegt werden 
[LÖBRICH et al. 2005].  
Vor diesem Hintergrund wurden Mäuse mit einer unterschiedlichen, genetisch definierten 
Strahlenempfindlichkeit und DSB-Reparatur nach einer Bestrahlung mit der γ-H2AX-IRIF-
Methode untersucht. Die verwendeten Strahlendosen lagen in dem im klinischen Alltag 
gebräuchlichen Dosisbereich von 0,1 Gy bis 2 Gy. Durch Tiere mit einer natürlichen 
Strahlensensibilität (Mausstamm C57BL/6) wurde die DSB-Induktion ermittelt. Eine 
vergleichende Analyse der DSB-Reparaturverläufe wurde bei reparaturprofizienten 
(C57BL/6) und reparaturdefizienten (BALB/c-, AT- und SCID) Mausstämmen durchgeführt. 
Ausgewertet wurde das strahlenempfindliche Organ Niere. 
 
Die vorgelegte Arbeit versucht einen Beitrag zu folgenden Fragen zu leisten: 
1. Ist es möglich, einen Schaden durch klinisch relevante Strahlendosen in dem 
Normalgewebe Niere nachzuweisen und zu quantifizieren?  
2. Gibt es einen Zusammenhang zwischen Dosis und den quantitativ messbaren DSB? 
3. Ist es möglich, die spezifische DSB-Reparaturkapazität von Mäusen mit definierten 
Reparaturdefekten bei klinisch relevanten Dosen zu bestimmen? 
4. Wie ist der zeitliche Verlauf einer DSB-Reparatur in den ersten 48 Stunden nach einer 
Bestrahlung? Gibt es Unterschiede bei den Mausstämmen? 
5. Wie unterscheidet sich die Reparaturkapazität der untersuchten Niere von denen 
anderer Organe? Gibt es eine gewebespezifische Reparatur?  
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3 Material und Methoden 
 
3.1 Mausstämme 
In den Versuchen der vorgelegten Arbeit wurden Mausstämme mit genetisch definierten 
Unterschieden in der DSB-Reparatur eingesetzt. Der verwendete Mausstamm C57 black 6 
(C57BL/6) ist einer der am häufigsten in der Forschung als Modellorganismus für 
menschliche Errankungen genutztes Versuchstier. Sein Genom war weltweit das zweite 
vollständig sequenzierte einer Säugetierspezis [WATERSTON et al., 2002]. Die Zuchtlinie 
gehört der Taxonomie nach zu den Hausmäusen (Mus musculus). Sie ist leicht zu züchten und 
zeichnet sich durch eine Robustheit aus. Aufgrund seiner natürlichen Strahlentoleranz diente 
dieser Mausstamm als Modell für eine funktionierende DSB-Reparatur und damit als 
Kontrollgruppe. Verglichen wurde dieser Stamm mit Mäusen mit einer anerkannten DSB-
Reparatureinschränkung.  
Die strahlenempfindlichsten Tiere in den Versuchsreihen waren die Mäuse mit dem SCID-
Syndrom. Dieser Mausstamm wird in der Grundlagenforschung zum Immunsystem, zu 
Krebs- und Säugetiererkrankungen verwendet. Durch die oben beschriebene Mutation (siehe 
Kapitel 2.5.4) besteht neben einem schweren Defekt im Immunsystem eine gestörte DSB-
Reparatur.  
Die Mäuse vom Typ Ataxia telangiectasia besitzen homozygot das mutierte ATM-Gen. Wie 
beim Menschen besteht eine Prädisposition für maligne Erkrankungen und eine erhöhte 
Sensibilität für ionisierende Strahlung. Ursächlich wird die zentrale ATM-Rolle in den 
einzelnen Reparaturwegen angenommen. Bei in Zellkultur genommenen Fibroblasten mit 
dem mutierten ATM-Protein konnte nicht nur ein Defizit eines Zellzykluscheckpoints, 
sondern auch ein DSB-Reparaturdefekt als Ursache für die Strahlensensibilität bestimmt 
werden [KÜHNE et al., 2004]. 
Der vierte verwendete Mausstamm ist BALB/c. Es ist ein seit 1920 in Tierversuchen 
erfolgreich eingesetzter durch Inzucht erhaltender Mausstamm. Er findet Verwendung in der 
Krebs- und immunologischen Forschung. Die Albinomäuse entwickeln gehäuft bösartige 
Erkrankungen wie Lungen- und Nierenkarzinome. Die Ausbildung von Neoplamen kann 
durch exogene Einflüsse stimuliert werden. Neben Giftstoffen kann dies durch ionisierende 
Strahlung geschehen [Mouse Genome Informatics]. 
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Aufgrund der genetischen determinierten Eigenschaften der Versuchstiere mussten diese unter 
besonderen Bedingungen gehalten werden. Zur Minimierung des Infektionsrisikos erfolgt die 
Zucht in apathogen Räumen mit gefilterter und gesonderter Luftzufuhr, Luftfeuchtigkeit bei 
55 % (+/- 10%), Raumtemperatur von 22 °C (+/- 2 °C), einem Tage-Nachtrhythmus von 12 h 
zu 12 h und 4 bis 5 Tieren pro Käfig.  
Die Mausstämme C57BL/6 (Genotyp: Wildtyp, C57BL/6NCrl), BALB/c (BALB/c, AnNCrl) 
und SCID (CB17/Icr-Prkdc, scid/Crl) wurden von der Firma Charles River Wiga Deutschland 
GmbH (Sulzfeld, Deutschland) bezogen. Die homozygoten AT-Mäuse (129S6/SvEvTac-A-T-
tm1Awb-/J, homozygot rezessiv atm-/-) von der Firma Jackson Laboratory (Bar Harbor, 
Main, USA) importiert. 
Für die Versuche wurden weibliche und männliche Tiere im Lebensalter von 12 Wochen 
verwendet. Vor der Versuchsdurchführung wurde den Tieren eine Woche Zeit zur 
Eingewöhnung gegeben.  
 
 
Tabelle 4:  
Anzahl der je Versuch verwendeten Mäuse pro Mausstamm. Zeitpunkt der Gewebe-
probenentnahme nach Bestrahlung: 
 
Versuch Maustamm Anzahl Dosis (Gy) Zeitpunkt (h) 
C57BL/6 20 2 0,5, 2,5, 5, 24, 48 
 4 0 Kontrolle 
BALB/c 15 2 0,5, 2,5, 5, 24, 48 
 3 0 Kontrolle 
AT 8 2 0,5, 2,5, 5, 24, 48 
 2 0 Kontrolle 
SCID 15 2 0,5, 2,5, 5, 24, 48 
DSB-
Reparaturkinetik 
 3 0 Kontrolle 
C57BL/6 9 0,1/ 0,5/ 1 0,1 
 3 0 0,1 
SCID  3 0,1/ 0,5/ 1 0,1 
DSB-Induktion 
 1 0 0,1 
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3.2 Versuche  
Für eine homogene Dosisverteilung wurden alle Mäuse einer Ganzkörperbestrahlung 
unterzogen. Der Bestrahlungsplan wurde mit dem ADAC-Pinnacle-System der Firma ADAC 
Laboratories (Milpitas, Kalifornien, USA) für dreidimensionale Bestrahlungsplanung erstellt. 
Die Dosisverteilungsanalyse ergab eine 95% Verteilung der Isodosen auf das gesamte Tier. 
Als Quelle für die ionisierende Strahlung diente ein Linearbeschleuniger (Modell MDX der 
Firma Siemens). 
Die Versuchstiere wurden in Vollnarkose bestrahlt. Die Narkose erfolgte durch eine 
biologisch titrierte Allgemeinanästhesie über eine intraperitoniale Applikation von 1 ml einer 
10 ml Lösung aus Rompun ® 2%ig (Wirkstoff: Xylazin) und 0,75 ml Ketamin (1 Ampulle: 
500 mg Ketamin/ 10 ml Trägerlösung) auf 10 ml mit NaCl 0,9% aufgefüllt. Diese Form der 
Anästhesie wurde in letaler Dosis auch während der Organentnahme zur 
Gewebeprobengewinnung verwendet.  
Während der Bestrahlung wurden die Mäuse in speziell angefertigten Plastikzylindern 
(Durchmesser von 20 cm und Höhe von 5 cm, Materialstärke von 1,5 cm) untergebracht. 
Durch die Gewebeäquivalenz des Plastikmaterials konnte eine akzeptable Dosisuniformität 





Teil 1 des Bestrahlungsplans der Versuche für die Ganzkörperbestrahlung der Mäuse. 
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Für die Untersuchung der DSB-Induktion wurden Mäuse der Stämme C57 und SCID 
bestrahlt. Die Strahlendosis betrug je Maus einmalig 0,1 Gy, 0,5 Gy oder 1 Gy. Nach einem 
Intervall von 10 min wurden die Organe der Tiere asserviert.  
Zur Gewinnung der DSB-Reparaturkinetiken wurden die Tiere der vier Mausstämme mit je 2 
Gy bestrahlt. Zu den Zeitpunkten 30 min, 2,5 h, 5 h, 24 h und 48 h nach der Bestrahlung 
wurden die Organe entnommen. Pro Zeitpunkt wurden zwei Tiere vom AT-Stamm (bei 30 
min und 2,5 h ein Tier) und drei Tiere von den Mausstämmen C57BL/6, BALB/c, SCID 
ausgewertet. 
Die unbestrahlten Mäuse der Kontrollgruppen wurden unter den gleichen Bedingungen 
gehalten. Sie durchliefen den Experimentaufbau ohne Bestrahlung, den Tierschutz-
bestimmungen entsprechend, ohne die belastende Allgemeinanästhesie. Durch sie wurde die 
Strahlenbelastung durch die natürliche Radioaktivität der Umgebung bestimmt. Mit diesen 
Werten konnte der Schaden der definierten Strahlendosen durch den Beschleuniger ermittelt 
und die Plausibilität der Versuchsergebnisse sichergestellt werden. 
Alle Versuche wurden entsprechend den internationalen Leitlinien der „Institutional Animal 
Care and Use Guidlines“ durchgeführt. Das Protokoll der Versuche  wurde von dem 
Landesamt für Soziales, Gesundheit und Verbraucherschutz (Saarbrücken, Saarland) über die 






Strahlungsenergie: 6 MeV durch Photonen 
Dosisleistung: 2,0 Gy/ min 
Bestrahlungszeit: entsprechend der gewünschten Dosis 
Quellen-Haut-Abstand 
(Source-skin-distance = SSD): 
99 cm 
Größe der Betrahlungsfläche: 30 cm x 30 cm 
 




Abbildung 11:  
Teil 2 des Bestrahlungsplans der Versuche: 95 % der Isodosen verteilen sich auf den Körper 
der Maus bei einer Bestrahlung mit 2 Gy. 
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3.3 Gewebeprobengewinnung 
Im Prozess der Gewebegewinnung wurde zuerst Blut aus dem linken Herzventrikel per 
Punktion entnommen. Die weiteren Organe wurden im Anschluss asserviert. Es erfolgte für 
Gehirn, Lunge, Milz, Niere, Dünndarm, Herz und Hoden eine Fixierung in neutralgepufferter 
4% Formalinlösung bei Raumtemperatur über Nacht. Der Zuschnitt und die Einbettung 
wurden am Folgetag durchgeführt. Vor der Einbettung in Paraffin wurden die Gewebsproben 
durch eine Verdünnungsreihe in aufsteigender Konzentration aus Ethanol in Wasser und dann 
aus Dimethylbenzol entwässert. Die Niere wurde im Ganzen eingebettet. Zur Analyse der 
Organgewebe wurden die Gewebeschnitte in einer Schichtdicke von 4 µm angefertigt. 
 
3.3.1 Immunhistologische Färbung von γ-H2AX-IRIF 
Der Färbung vorgeschaltet war die Entparaffinierung und Rehydrierung der Gewebeschnitte 
in zwei Bädern aus Dimethylbenzol über 10 min und Bädern aus Ethanol in Wasser mit 
absteigender Konzentration (100%, 96%, 90%, 80%, 70 %) über 2 min. Abschließend in 
einem reinen Wasserbad über 1 min. 
Für die Antigendemaskierung wurden die Schnitte in einem Bad aus Zitratpuffer (DAKO 
Retrieval puffer‚ S#-2031, Glostrup, Dänemark; pH = 6,0) über 60 min bei 96° C erhitzt. 
Abgeschlossen wurde der Prozess durch ein Bad in einer phosphatgepufferten Salzlösung 
(phosphate buffered saline; PBS) auf einem Schüttler über 5 min. 
Die endogene Peroxidaseaktivität wurde durch ein Bad in 3% Wasserstoffperoxidlösung über 
30 min geblockt. Ein Wasserspülbad über 2 min beendete den Prozess. 
Den nachfolgenden Färbeschritten waren je drei Spülbäder der Schnitte mit PBS über 10 min 
zwischengeschaltet. Die unspezifischen Antigenbindungstellen wurden zuerst geblockt. Dies 
erfolgte durch die Inkubation der Schnitte mit normal-Rabbit-Serum (cat. #642921 ICN, 
Irvine, Kalifornien, USA) über 60 min bei Raumtemperatur.  
In einem Verhältnis von 1:800 in PBS wurde dann der primäre Anti-γ-HA2X-Antikörper 
(Antiphospho-H2AX an Serin 139; Upstate Biotechnology, Lake Placid, USA) verdünnt und 
die Schnitte mit der Antikörperlösung über Nacht in einer Feuchtkammer bei 4° C inkubiert. 
Nach der Beendigung der Inkubation durch drei Waschungen mit PBS über 10 min, erfolgte 
die Inkubierung der Schnitte mit Goat-anti-Rabbit-Antikörpern (Invitrogen, cat. #A11001) in 
einer Verdünnung mit PBS (1:200) in einer Feuchtkammer über 60 min bei Raumtemperatur. 
Anschließend folgte eine Inkubation mit dem Avidin-Biotin-Peroxidase Komplex (ABC 
complex, Dako, Glostrup, Dänemark) über  30 min bei Raumtemperatur und zwei Spülungen 
der Schnitte über 10 min mit PBS. 
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Abgeschlossen wurde die γ-H2AX-Markierung mit einer Diaminobenzidinanfärbung (DAB, 
Sigma) bis sich eine braune Farbe zeigte. Die Reaktion wurde dann mit einem PBS-Bad 
gestoppt. Die Gegenfärbung der Schnitte erfolgte mit Hematoxylin für 45 s. 
Nach dem Abspülen der nicht gebundenen Farbstoffe von den Schnitten unter fließendem 
Wasser, erfolgte die Dehydrierung durch eine aufsteigende Alkoholverdünnungsreihe. 
Abschließend wurden die wasserfreien Schnitte mit dem Einschlussharz Entellan (Merck, 
Darmstadt, Deutschland) konserviert. 
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3.3.2 Immunfluoreszenz-Gewebefärbung von γ-H2AX-IRIF 
Analog zur γ-H2AX-Immunhistologischen Färbung wurden im ersten Schritt die 
paraffinierten Gewebeschnitte entwachst. Beginnend mit zwei Dimethylbenzol-Bädern über 
10 min, einer Rehydrierung in Bädern mit einer absteigenden Ethanol-Wasser-
Verdünnungsreihe (100%, 96%, 90%, 80%, 70%) über 2 min und reinem Wasser über 1 min. 
Für die Wiederherstellung der Antigenbindungsstellen wurden die Schnitte in einem Bad aus 
Zitratpuffer (DAKO Retrieval puffer ‚ S#-2031, Glostrup, Dänemark; pH = 6,0) über 60 min 
bei 96° C erhitzt. Danach folgte ein Bad in PBS auf einem Schüttler über 5 min. 
Wie bei der γ-H2AX-Immunhistologischen Färbung waren den nachfolgenden Färbeschritten 
je drei Spülbäder der Schnitte mit PBS über 10 min zwischengeschaltet. 
Im nächsten Schritt wurde für die Blockung der unspezifischen Bindungsstellen die Schnitte 
über 60 min bei Raumtemperatur mit normal-Goat-Serum (cat. #642921, ICN, Irvine, 
Kalifornien, USA) inkubiert. 
Über Nacht bei 4° C in einer Feuchtkammer wirkte dann der primäre monoklonale Maus-
Antikörper gegen γ-H2AX (Antiphospho-H2AX an Serin 139; Upstate Biotechnology, Lake 
Placid, USA) im Verhältnis 1: 1600 in PBS auf die Schnitte ein. 
Am nächsten Tag erfolgt die Inkubation mit dem Floureszenzantikörper. Genutzt wurde der 
biotinylierten Goat-anti-Mouse-IgG-Antikörper vom Typ Alexa Fluor 488-konjugiert (cat. 
#A11001, Invitrogen). Absorptionsmaximum bei 495 nm und Emmissionsmaximum bei einer 
Wellenlänge von 519 nm. Dies geschah in der Verdünnung 1: 200 in PBS und über 60 min 
bei Raumtemperatur in einer lichtgeschützten Feuchtkammer.  
Die Gegenfärbung der Schnitte erfolgt mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4′, 6’-Diamidino-
2-phenylindol) bei 4° C über Nacht im Dunkeln. Absorptionsmaximum bei 358 nm und 
Emmissionsmaximum bei einer Wellenlänge von 461 nm. Abgeschlossen wurde die 
Flouroeszenzfärbung der Gewebsschnitte durch den Fixierungsprozess im Einschlussharz 
Entellan (Merck, Darmstadt, Deutschland). 
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3.3.3 γ-H2AX-IRIF Analyse 
Die Gewebeschnitte wurden mit dem Mikroskop „E600 DIC/ epi-fluorescence“ der Firma 
Nikon ausgewertet. Das Mikroskop war mit einer „charge-compled divice“ (CCD)-Sensor-
Kamera und einer Akquisitions-Software für PC ausgestattet. 
Die Untersuchung der Gewebeschnitte mit der γ-H2AX-Immunhistologischen Färbung erfolgt 
per Durchlichtmikroskopie. Eine Differenzierung der γ-H2AX-IRIF wurde in einer 
Vergrößerung am Okular von 12,5fach und den Objektiven von 60facher und 100facher 
Vergrößerung durchgeführt. Zur Auflösungssteigerung wurde mit Immersionsöl gearbeitet. 
Für die Quantifizierung der γ-H2AX-IRIF wurde das Verfahren der Epifluoreszenz-
mikroskopie genutzt und die γ-H2AX-immunfluoreszenzgefärbten Schnitte ausgewertet. Als 
monochromatische Lichtquelle diente eine Quecksilberdampflampe. In den Vergrößerungen 
von 750fach und 1250fach wurden die einzelnen γ-H2AX-IRIF mit dem Auge gezählt. Bei 
einer Wellenlänge um die 519 nm erscheinen diese zyangrün. Als echter DSB wurde nur ein 
IRIF gewertet, der sich bei einer Wellenlänge um die 461 nm in dem umschlossenen Bereich 
der mit DAPI bläulich gegengefärbten Zellkernen bzw. der DNA/ RNA befand. 
Aufgrund der Zellstruktur wurden im Nierengewebe vor allem IRIF in den Zellkernen des 
Tubulussystems gewertet. Diese sind rundlich und lassen sich über mehrere Ebenen in den 
Gewebsschnitten verfolgen. Die einzelnen IRIF sind gut von einander zu differenzieren. In 
kleineren Zellen war es nicht möglich, zwei IRIF von einander abzugrenzen.  
Für eine statistisch fundierte Aussage wurden in den Gewebeschnitten der Niere mindestens 
100 Zellen, bzw. 100 IRIF bei geringer IRIF-Anzahl gezählt. Dabei wurde auf eine 
gleichmäßige Verteilung der ausgewerteten Zellen im Gewebeschnitt geachtet. Die 
gewonnene Anzahl wurde zu den ausgewerteten Zellen ins Verhältnis gesetzt. Von diesen so 
erhaltenen Daten wurden zu den einzelnen Zeitpunkten nach der Bestrahlung die in den 
Kontrollen bestimmten Werte der natürlichen Hintergrundstrahlung subtrahiert.  
Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen in murinem Nierengewebe 
 44 
4 Ergebnisse 
Mit den verwendeten antikörperbasierten Färbemethoden war es möglich γ-H2AX-IRIF in 
den untersuchten Nierengewebeschnitten nachzuweisen. In dem komplexen Organsystem 
Niere konnte die Induktion und die Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen nach einer 
Bestrahlung beobachtet werden. Es gelang, die Methode als ein quantitatives und qualitatives 
Untersuchungsinstrument im Bereich klinisch relevanter Dosen zu etablieren. Mit der 
verwendeten die γ-H2AX-Immunohistochemie war es möglich die IRIF und damit die 
Doppelstrangbrüche mit der sie umgebenden mikroskopischen Anatomie qualitativ zu 
beobachten. In den angelegten Dauerpräparaten war eine genaue Identifizierung der einzelnen 
Zelltypen möglich. Für die Quantifizierung der γ-H2AX-IRIF wurde die lichtempfindliche  





Abbildung 12 : 
Immunhistologische γ-H2AX-Färbung der Niere des Mausstamms C57BL/6 (Original-
Vergrößerung 750fach): In den Gewebsschnitten in der Durchlichtmikroskopie ist der 
histologische Aufbau der Niere klar zu erkennen. Tubulusgewebe ist von Gefäßendothel und 
Erythrozyten gut zu differenzieren.  Das unbestrahlte Normalgewebe zeigt fast keine  
γ-H2AX-IRIF. Nach einer Bestrahlung mit 2 Gy sind γ-H2AX-IRIF erkennbar als bräunliche 
Granula in den Zellkernen. 30 min nach Bestrahlung findet man, wie hier abgebildet, in fast 
jedem Kern γ-H2AX-IRIF.  
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4.1 Induktion von DNA-Doppelstrangbrüchen in der Niere 
In den Versuchen zur DSB-Induktion wurden Mäuse vom C57BL6- und SCID-Stamm 
einmalig mit 0,1 Gy, 0,5 Gy oder 1 Gy bestrahlt. Die Auswertung der γ-H2AX-IRIF erfolgte 
zum Zeitpunkt 10 min nach Bestrahlung und wurde durch das Zählen der IRIF in der  
γ-H2AX-Immunofluoreszenz-Gewebefärbung durchgeführt. 
Es zeigt sich bei dem Mausstamm C57BL/6 ein lineares Verhältnis von nachgewiesenen  
γ-H2AX-IRIF zu steigender Dosis. Bei 0,1 Gy wurden pro Zelle im Durchschnitt 0,74 IRIF 
(+/- 0,06), bei 0,5 Gy 3,90 IRIF (+/- 0,1) und bei 1 Gy 7,94 IRIF (+/- 0,02) gesehen.  
Die gefundene Dosiskorrelation bei SCID-Mäusen ist nicht abgebildet. Die Anzahl der 
analysierten Tiere war zu gering. Die Tendenz zu einem linearen Verhältnis von 
Bestrahlungsdosis (0,1 Gy: 1,50 IRIF, 0,5 Gy: 7,60 IRIF und 1 Gy: 15,54 IRIF im 





























Abbildung 13:  
Induktion von DSB der Niere bei C57-Mäusen. 









(14c) nach einer Bestrahlung mit 0,5 Gy.  (14d) nach einer Bestrahlung mit 1 Gy.  
 
 
Abbildungen 14:  
Induktion von DSB der Niere bei C57-Mäusen in γ-H2AX-Immunofluoreszenz Gewebefärbung 
in Kombination mit DAPI-Fluoreszenzfärbung von DNA/ RNA (in Überlagerungstechnik; 
Originalvergrößerung 1250fach; γ-H2AX-IRIF sind hellgrün, DNA/ RNA hellblau). Zu sehen 
sind Schnitte (14a) ohne und nach einer Bestrahlung mit (14b) 0,1 Gy, (14c) 0,5 Gy und  
(14d) 1 Gy zum Zeitpunkt 10 min nach Bestrahlung. 
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4.2 DSB-Reperatur in der Niere 
Zur Untersuchung der DSB-Reparatur in der Mausniere wurden die γ-H2AX-IRIF zu den 
Zeitpunkten 30 min, 2,5 h, 5 h, 24 h und 48 h nach einer Bestrahlung mit 2 Gy ausgewertet. 
Das Maximum der IRIF war bei den untersuchten Mausstämmen nach 30 min zu finden. Eine 
weitere Gemeinsamkeit aller Mausstämme war der verzeichnete Rückgang der IRIF im 
Beobachtungszeitrum. 
Die reperaturprofizienten C57BL/6-Mäuse zeigten im Vergleich die geringsten IRIF-Zahlen. 
Nach einer halben Stunde betrug im Durchschnitt das Maximum 11,16 IRIF (+/- 0,2) pro 
Zelle. Nach 2,5 h 7,19 IRIF (+/- 0,1), nach 5 h 4,21 IRIF (+/- 0,1) und nach 24 h 1,10 IRIF 
(+/- 0,04) pro Zelle. Die IRIF-Anzahl 48 h nach Bestrahlung betrug 0,67 IRIF (+/- 0,04) pro 
Zelle. Im Gegensatz dazu hatten die Mäusen des SCID-Stamms bei den nachgewiesen γ-
H2AX-IRIF zu allen untersuchten Zeitpunkten die höchsten Werte. Nach 30 min war das 
Durchschnittsmaximum der IRIF 18,16 (+/- 0,18) pro Zelle. Des Weiteren hoben sie sich auch 
im Reparaturverlauf deutlich von denen der anderen Mausstämme ab. Nach 2,5 h 12,14 IRIF 
(+/- 0,16), nach 5 h 9,3 IRIF (+/- 0,04) und nach 24 h 7,27 IRIF (+/- 0,02) pro Zelle. Die 
IRIF-Anzahl 48 h nach Bestrahlung betrug 5,27 IRIF (+/- 0,03) pro Zelle. Im 
Beobachtungszeitraum erreichten sie damit nicht mehr den Ausgangswert der unbestrahlten 
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Abbildung 15:  
Reparaturkinetik der unterschiedlichen Mausstämme nach einer Bestrahlung mit 2 Gy.
Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen in murinem Nierengewebe 
 48 
Der Primärschaden des Mausstamms BALB/c an DSB lag 30 min nach der Bestrahlung bei 
IRIF 12,73 (+/- 0,08) pro Zelle. Im Verlauf des Beobachtungszeitraums nach 2,5 h bei 8,19 
IRIF (+/- 0,09), nach 5 h bei 6,15 IRIF (+/- 0,11) und nach 24 h bei 2,19 IRIF (+/- 0,06) pro 
Zelle. Nach 48 h konnten 0,84 IRIF (+/- 0,04) pro Zelle gezählt werden. 
Bei dem vierten untersuchten Mausstamm ATM konnten nicht alle Zeitpunkte nach einer 
Bestrahlung mit 2 Gy mehrfach untersucht werden. Jedoch zeigte sich in dem 
Beobachtungszeitraum der Versuche eine den anderen Mausstämmen vergleichbare 
Entwicklung der IRIF. Es wurden nach 30 min 11,89 IRIF, 2,5 h 9,225 IRIF, nach 5 h 7,31 
IRIF (+/- 0,1), nach 24 h 4,08 IRIF (+/- 0,08) und nach 48 h 2,91 IRIF (+/- 0,07) pro Zelle 
bestimmt. 
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  (16a) ohne Bestrahlung.  
 
 
  (16b) 24 h nach Bestrahlung.  
 
Abbildungen 16: 
γ-H2AX-Immunofluoreszenz Gewebefärbung in Kombination mit DAPI-Fluoreszenzfärbung 
der DNA/ RNA in der Niere von SCID-Mäusen (in Überlagerungstechnik; Original-
Vergrößerung 1250fach). Zu sehen sind Schnitte (16a) ohne und (16b) 24 h nach einer 
Bestrahlung mit 2 Gy. 
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 (17a) ohne Bestrahlung.  
 
 
  (17b) 24 h nach Bestrahlung.  
 
Abbildungen 17: 
γ-H2AX-Immunofluoreszenz Gewebefärbung in Kombination mit DAPI-Fluoreszenzfärbung 
der DNA/ RNA in der Niere von ATM-Mäusen (in Überlagerungstechnik; Original-
Vergrößerung 1250fach). Zu sehen sind Schnitte (17a) ohne und (17b) 24 h nach einer 
Bestrahlung mit 2 Gy. 
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 (18a) γ-H2AX-Immunofluoreszenz Gewebefärbung bei 519 nm. 
 
 
 (18b) DAPI –Fluoreszenzgewebefärbung bei 461 nm. 
 
Abbildungen 18: 
Gewebeschnitt der Niere einer ATM-Maus von Tubulusepithel und Glomerulus mit 
Erythrozyten zum Zeitpunkt 30 min nach einer Bestrahlung mit 2 Gy (Originalvergrößerung 
1250fach). (18a) γ-H2AX-Immunofluoreszenz Gewebefärbung bei 519 nm. Unterschiedliche 
Größe der Zellkerne und mangelnde Abgrenzbarkeit der Zellkernen im Kapillarepithel. 
Fehlgebundene Sekundärantikörper. (18b) 4′, 6’-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) -
Fluoreszenzgewebefärbung bei 461 nm. Die DNA/ RNA ist hellblau gefärbt. 




Für die vorgelegte Arbeit wurden die Induktion und der Reparaturverlauf von DSB bei 
klinisch relevanten Einzeldosen ionisierender Strahlung untersucht. Ziel war es, genetisch 
definierte Unterschiede der Strahlempfindlichkeit in einem Normalgewebe zu bestimmten. 
Als „in vivo“ -Modell dienten vier Mausstämme mit bekannter Profizienz und Defizienz in 
der Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen. Nach einer Bestrahlung wurden die Nieren der 
Mäuse mit der γ-H2AX-IRIF-Methode analysiert. 
 
5.1 Beobachtungen zur Methodik 
Bei der Planung der Versuche war es vorgesehen gewesen die Auswertung der Versuche in 
einer γ-H2AX-immunhistologischen Gewebefärbung durchzuführen. Die Vorteile der 
einfacheren Färbemethode, der lichtbeständigeren und histologisch eindeutigeren 
Dauerpräparate konnten jedoch aufgrund der fehlenden Quantifizierbarkeit der γ-H2AX-IRIF 
nicht genutzt werden.  
Für die quantitative Analyse der γ-H2AX-IRIF gelang es eine Gewebefärbung auf Basis der 
Immunfluoreszenz zu etablieren. Hier konnten die einzelnen IRIF in den Zellkernen sicher 
von einander getrennt werden. Bei dieser Methode nachteilig war, neben der reduzierten 
anatomischen Auflösung, das Ausbleichen der Präparate durch einen äußeren Lichteinfall und 
das Auswerten mit dem Fluoreszenzmikroskop. 
In dem Prozess der Etablierung wurden unterschiedliche „antigen-retrieval“- Agenzien und 
verschiedene Mischverhältnisse von Antikörpern ausgetestet bis näherungsweise 100% der 
Zellen in der Niere sich positiv färbten. Eine eindeutige Auswertung war in dem Dosisbereich 
von 0,1 Gy bis 2,0 Gy und in dem Zeitraum von 10 min bis 48 h nach Bestrahlung möglich. 
Das Optimum konnte bei einer einmaligen Bestrahlung mit der Dosis von 2 Gy nach 30 min 
erreicht werden. Zu Zeitpunkten unter 10 min waren die IRIF nicht immer eindeutig zu 
erkennen und eine optimale Asservierung aller Mausorgane nicht möglich. Aus den 
Vorversuchen hatte sich ebenfalls ergeben, dass ein repräsentativer Vergleich der DSB-
Reparatur bei den gewählten Mausstämmen nur bei einer Dosis von 2 Gy und einem 
Beobachtungszeitraumes von 48 h gegeben ist. Beispielsweise waren bei einer geringeren 
Strahlendosis bei dem Maustyp C57/BL6 nach 48 h fast keine vermehrte IRIF-Anzahl im 
Vergleich zu unbestrahlten Tieren zu finden. Bei höheren Dosen waren die IRIF bei den 
bekannt DSB-reparaturdefizienten Mausstämmen zu den frühen Zeitpunkten aufgrund der 
hohen Anzahl nicht immer eindeutig zu trennen. Ferner zeigte sich in den Vorversuchen zu 
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welchen Zeitpunkten es eine aussagekräftige Dynamik in der IRIF-Anzahl zu sehen ist. So 
wurde auf eine Analyse der Zeitpunkte 12 h und 36 h nach der Bestrahlung verzichtet. 
Einschränkungen in der IRIF-Auswertung in der Niere ergaben sich durch die Besonderheiten 
der histologischen Struktur. Durch ihre Funktion unterscheiden sich die verschiedenen 
Zelltypen der Niere stark in Form und Größe. Im Vergleich von Zellen des Tubulussystems 
mit denen des Nierenkörperchens, fallen besonders die bestehenden Unterschiede in der 
Größe der Zellkerne und der Kern-Plasma-Relation auf. Deshalb war beim Mikroskopieren 
eine sichere visuelle Trennung der Kerne meist nur in den Zellen der Tubulussystems 
gegeben. Für das Erstellen einer reproduzierbaren quantitativen Analyse wurde aus den oben 
genannten Gründen die Auswertung im Allgemeinen auf das gleichmäßig verteilte 
Tubulusepithel begrenzt. Plattenepithlien bzw. Urothel wurde bei hoher IRIF-Anzahl im 
Gewebe ausgeschlossen. In die Wertung einbezogen wurde ein Focus nur, wenn er sich 
eindeutig im DAPI-gegengefärbten Zellkern befand. 
Von weiteren Epiphänomen ist zu berichten: Bei einem zufälligen Ungleichgewicht in der 
Färbung der Schnitte kam es vor, dass sich beim Mikroskopieren der Eindruck eines 
„Sternenhimmels“ durch fehlgebundenen Fluoreszenzantikörper präsentierte. So war die 
optische Diskriminierung der einzelnen IRIF nicht sicher durchzuführen. Ebenfalls kritisch 
war die Analyse von Schnitten, bei denen sich keine homogene Färbung aller Zellen einer 
Zellart zeigte. Bei guter Färbung war ein IRIF durch mehrere Schichten eines Schnittes zu 
verfolgen und seine dreidimensionale Struktur klar zu erkennen. Im Verlauf des beobachteten 
Reparaturprozesses nach einer Bestrahlung verdichteten sich die erst wolkig scheinenden 
IRIF, wurden dann kleiner, bis sie schließlich ganz verblassten. Bei den genannten 
Abweichungen wurde ein IRIF nicht gewertet bzw. ein „fehlgefärbter“ Schnitt verworfen. 
Bemerkenswert ist auch die Tatsache, dass eine Ruhephase nach Abschluss der 
Immunfluoreszenz-Gewebefärbung von 24 h die Schnitte reifen ließ und die Analyse der 
Gewebsproben verbesserte. Im Ansatz deutlich wurde der erwartete Unterschied in der IRIF-
Struktur von Gewebeschnitten der Tiere mit ATM-Defizienz. Durch das Enzym DNA-PKcs 
erzeugte γ-H2AX-IRIF waren kleiner und schwächer ausgeprägt [PAUL et al., 2000; 
BURMA et al., 2001].  
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5.2 Diskussion der Versuchsergebnisse 
Mit früher geläufigen Methoden der DNA-Analyse ist es nicht möglich, den Schaden an 
seinem Entstehungsort im Zellkern darzustellen. Die Zellen und Gewebe müssen aus ihrem 
natürlichen Verband herausgelöst und zerstört werden. Mit dem Verfahren der 
Pulsfeldgelelektrophorese kann erst nach einer Aufbereitung und der Auftrennung der DNA-
Fragmente der Masse nach der DNA-Schaden untersucht werden. Bei geringeren 
Energiedosen als 5 Gy sind die DNA-Fragmente nach der Auftrennung nicht eindeutig [CHU 
et al, 1986]. Die Chromosomenanalyse auf Genomveränderungen mit der Fluoreszenz-„in 
situ“-Hybridisierung (FISH) erfolgt auch mit denaturierter DNA. Sie arbeitet mit definierten 
DNA-Sonden und kann so spezifische Genomveränderungen bekannter DNA-Sequenzen 
nachweisen. Eine gleichzeitige Quantifizierung aller strahlungsbedingter DNA-
Doppelstrangbrüche ist nicht möglich [COLUMNA et al, 2006]. 
Mit der für diese Arbeit verwendetet Gewebefärbung für γ-H2AX-IRIF können 
Doppelstrangbrüche „in vivo“ nachgewiesen werden. Es gelang eine Quantifizierung des 
Schadenausmaßes bei klinisch relevanten Einzeldosen ionisierender Strahlung. Zwar ist das 
Verfahren durch den Nachweis von phosphorylierten Histonen indirekt, jedoch kann im 
physiologischen Gewebeaufbau die Entstehung und der zeitliche Reparaturablauf von DSB 
beobachtet werden. 
Durch die Wahl der Organkonservierung in einer Formaldehydlösung und der 
Paraffineinbettung war es möglich, die Ergebnisse, trotz der Verwendung einer lichtsensiblen 
und damit instabilen Immunfluoreszenzfärbung, zu reproduzieren. Der denaturierende Effekt 
dieser Methode war während der Analysen nicht bedeutsam. Veränderte Zellen an den 
Rändern der Schnittpräparate wurden nicht ausgewertet. 
Der repräsentative Nachweis von bestrahlungsinduzierten DSB wurde durch den gewählten 
Versuchsaufbau gewährleistet. Dafür war es notwendig, andere Ursachen für γ-H2AX-
Ansammlungen (γ-H2AX-Foci) im Zellkern auszuschließen. Durch die Auswertung von  
γ-H2AX-IRIF im Dauergewebe Niere konnte die Anzahl vieler physiologischer Foci anderer 
Ursachen reduziert werden. Zu beachten waren endogene DSB in Geweben mit einer erhöhten 
meiotischen und mitotischen Aktivität. Beispielhaft sind hier Hodengewebe [HAMER et al., 
2003; MAHADEVAIAH et al., 2001] und Tumorzellen [WARTERS et al, 2005; 
MAHRHOFER et al., 2006; YU et al., 2006] zu nennen. Ebenfalls in Zellen mit somatischer 
Rekombination, wie den Zellen des Lymphsystem mit der V(D)J-Rekombination, treten 
vermehrt echte DSB auf [YIN et al, 2009]. Des Weiteren kann es im Prozess der Apotose, der 
DNA-Fragmentierung zu einer H2AX-Phosporylierung kommen [MUKHERJEE et al., 2006]. 
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Durch die Auswertung von unbestrahlten Kontrolltieren der einzelnen Maustämme und dem 
zu einander in das Verhältnis setzen mit den bestrahlten Tiere wurde der Einfluss zum 
Versuchszeitpunkt unbekannter DSB-erzeugender Agenzien auf die Versuchsergebnisse 
reduziert. Die bei den unbestrahlten Tieren bestimmten γ-H2AX-Werte war sehr gering und 
bei allen Mäusen in etwa gleich hoch. Der Ursprung der dennoch gefundenen γ-H2AX-Foci 
liegt am ehesten in der natürlichen Hintergrundstrahlung. Somit haben die für die bestrahlten 
Tiere bestimmten IRIF-Werte ihren Ursprung in dem durch den Beschleuniger verursachten 
Schaden. 
Bei der Bewertung der Versuchsergebnisse ist es wichtig, die Dynamik des zellulären 
Prozesses der γ-H2AX-IRIF-Induktion zu berücksichtigen [KINNER et al., 2008; BEKKER-
JENSEN S, MAILAND N, 2010]. Aus diesem Grund hinterfragen manche Autoren, ob die 
IRIF-Werte zu den Zeitpunkten unter einer Stunde realen DSB entsprechen oder nur 
Ausdruck der initiierten metabolischen Veränderung sind. Da jedoch die Werte in den 
Frühphasen nach Bestrahlung bei den einzelnen Mausstämmen konstant waren und für jeden 
Mausstamm spezifisch hoch waren, können diese dennoch als Vergleichsparameter für die 
DSB-Reparaturkapazität genutzt werden. Auch in dem Versuchsteil DSB-Induktion war es 
nicht Ziel absolute Werte zu gewinnen, sondern den nachgewiesenen Schaden und dessen 
Verhältnis zur Dosis zu ermitteln. Dies gelang und war nachweislich zu reproduzieren. 
Die Aussagekraft der Versuchsergebnisse wurde trotz der teilweisen Beschränkung auf 
Tubulusepithelzellen in der Auswertung durch die hohe Anzahl der untersuchten Zellen und 
ihrer Verteilung im Schnittpräparat gewährleistet. Die gewonnen Daten aus dem 
Versuchsaufbau DSB-Dosiskorrelation bestätigen das strahlenbiologische Modell der 
stochastischen Wirkung ionisierender Strahlung. Es konnte ein lineares Verhältnis zwischen 
Dosis und verursachtem Schaden im Mausgewebe Niere nachgewiesen werden. Neben den 
fundierten Werten für C57/BL6-Mäuse bestätigen dies die als Stichprobe zu bezeichnenden 
Daten der reparaturdefizienten SCID-Mäuse. 
In dem Versuchsaufbau der DSB-Reparaturkinetik gelang es bei den Mausstämmen die 
Unterschiede in der DSB-Entstehung durch ionisierende Bestrahlung nachzuweisen. Auch 
konnte der Reparaturverlauf und die Unterschiede der Mausstämme beobachtet werden. Im 
verwendeten Mausmodell zeigten die bekannt strahlensensiblen SCID-Mäuse im Vergleich 
mit dem, mit natürlicher Strahlenresistenz ausgestatteten, Mausstamm C57BL/6 durchgehend 
höhere IRIF-Werte. Der deutlich langsame Reparaturverlauf war gut zu sehen. Das 
Ausgangsniveau wurde im Beobachtungszeitraum nicht erreicht. 
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Des Weiteren gelang es, den geringen Unterschied in der Strahlensensibilität zwischen den 
Mausstämmen C57BL/6 und BALB/c nachzuweisen. Dessen Ursache eine im Vergleich beim 
letztgenannten Maustyp nur eine hypomorphe Expression des nicht-homologen Endjoning ist 
[OKAYASU et al., 2000; MORI et al., 2001].  
Die Ergebnisse für den Mausstamm ATM sind nicht zu allen Zeitpunkten repräsentativ, da in 
den Versuchen zu den einzelnen Zeitpunkten nicht ausreichend ATM-Mäuse untersucht 
werden konnten. Im Vergleich zu C57/BL6 fällt auch bei ihnen der erhöhter Primärschaden 
auf. Aufgrund des Rückgangs der IRIF ist, wenn auch im Vergleich verzögert, eine Reparatur 
anzunehmen. 
In der Zusammenschau gelang es in den Versuchen der Arbeit im Dauergewebe Mausniere  
bei klinisch relevanten Einzeldosen repräsentativ die genetisch definierten Unterschiede in der 
Strahlensensibilität und der DSB-Reparatur der Mausstämme nachzuweisen und ihren Verlauf 
zu beobachten. Es konnte auch deutlich gemacht werden, dass der beobachtete Schaden in 
einem linearen Verhältnis zu der auslösenden Dosis steht und es damit keine Schwellendosis 
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5.3 Vergleich der Ergebnisse mit anderen Mausgeweben 
Die für die Mausniere gewonnen IRIF-Werte der Stämme C57BL/6, BALB/c, SCID und 
ATM gleichen im Grundsatz denen, die für andere solide Gewebe und Organe durch die 
Arbeitsgruppe Frau Prof. Rübe [RÜBE C E et al., 2008] gefunden wurden. Auch ähnelt die 
DSB-Reparaturkinetik der Niere in Ihrem Verlauf der von Blutlymphozyten [KÜHNE et al., 
2004]. 
Die Organe eines Mausstammes zeigen einen ähnlich hohen primären Schaden und einen 
vergleichbaren Reparaturablauf. Dies stützt die These, dass alle Zellen eines Organismuses 
eine grundlegend gleiche, genetisch determinierte Empfindlichkeit für DSB durch 
ionisierende Strahlung bzw. eine vergleichbare DSB-Reparaturkapazität besitzen. Eine 
spezifische Reparaturkapazität der einzelnen Normalgewebe scheint es nicht zu geben. Da 
Reparaturkapazität der soliden Gewebe vergleichbar mit denen der peripheren Blutzellen ist, 
könnte sich hier eine Methode der biologischen Dosimetrie ergeben. 
Dass in den durchgeführten Experimenten die bekannte Schwäche des ATM-Stamms in der 
DSB-Reparatur beim Organ Niere nicht zu allen Zeitpunkten nachzuweisen war, ist 
möglicherweise auf einen Mangel in der Färbetechnik, der Auswertung oder die geringe Zahl 
der ausgewerteten Tiere pro Zeitpunkt zurückzuführen. 
Bei dem Vergleich aller Mausgewebe fällt auf, dass am Ende des Beobachtungszeitraums bei 
den reparaturprofizienten Mäusen C57/BL6 nur sehr wenige DSB in Form von γ-H2AX-IRIF 
nachzuweisen waren. Wenn der DSB als der biologische bedeutsamste DNA-Schaden 
anzusehen ist, hätten dies, bei den spät Symptome zeigenden Organen wie Niere oder Herz 
und dem deutlichen primären Schaden, mehr sein können. Da bei der strahlenempfindlichen 
Niere keine im Vergleich zu anderen Organen spezifisch erhöhten DSB-Werte gefunden 
wurden, kann angenommen werden, dass sich die bekannte organspezifische 
Strahlenempfindlichkeit aus der DSB-Reparatur nachgeschalteten oder beeinflussten 
Prozessen ergibt. Zu diesen nach Überschreiten der Toleranzdosen die Normalgewebstoxizität 
auslösenden nachfolgenden Prozessen gehört wahrscheinlich die histopathologisch und 
immunhistologisch beschriebene chronische Entzündung in den Geweben auf zellulärer 
Ebene [SCHERER et al, 1991; OKUNIEFF P et al., 2005]. Die Unterschiede scheinen in den 
einzelnen Geweben auch durch genetische Polymorphismen und die dadurch bestimmte 
Reaktion auf oxidativen Stress und Entzündungen mit beeinflusst zu werden [POPANDA O 
et al., 2009]. 
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5.4 Vergleich der Ergebnisse mit der Literatur  
Es gibt nur eine geringe Anzahl von Studien, die IRIF von DSB in soliden Dauergeweben mit 
Hilfe eines Tiermodells untersuchen. Meist werden Gewebekulturen verwendet. Dort konnte 
gezeigt werden, dass γ-H2AX-IRIF sich in den Versuchen vergleichbar ausbilden wie 53BP1-
IRIF [MARKOVÁ et al., 2007]. In einer neueren Studie über die DSB-Reparatur in 
spermatogonalen Stammzellen bestätigte die Gleichwertigkeit der IRIF von γ-H2AX und 
53BP1 [RÜBE C E et al., 2011]. Zwar unterscheiden sich in der letztgenannten Studie die 
γ-H2AX-IRIF der spermatogonalen Stammzellen von denen im Normalgewebe Niere, jedoch 
sind die dort angegebenen Werte für 53BP1-IRIF für Normalgewebe vergleichbar mit denen 
in dieser Studie bestimmten Werte für die Niere. 
In einer anderen Studie zu dermalem Mausgewebe wurden die genetisch determinierte DSB-
Reparaturkapazität und der Reparaturverlauf von DSB in einem Beobachtungszeitraum von 
sieben Tagen untersucht. Unter anderem zeigten sich dort nach einer Bestrahlung mit 2 Gy in 
Gewebeproben der Haut von den Mausstämmen SCID und BALB/c zu den Zeitpunkten 
30 min und 24 h γ-H2AX-IRIF-Werte, die mit der Niere vergleichbar sind [BHOGAL et al., 
2010]. 
Ausgangspunkt für die durchgeführten Versuche dieser Arbeit waren die in der 
Strahlentherapie beobachteten klassischen, interindividuell verschiedenen Empfindlichkeiten 
für ionisierende Strahlung [SCHERER et al., 1991; STÖVER, FEYER, 2010]. In dem 
definierten Rahmen aus Dosis und genetischer Disposition in der DSB-Reparatur konnte diese 
prospektive Arbeit im Mausmodell reproduzierbar aufzeigen, dass die H2AX-IRIF-Methode 
in der biologischen Dosimetrie verwendet werden kann. Dieses gilt insbesondere für die 
frühen Phasen nach einer Belastung mit geringen Strahlendosen. Zur Untersuchung der sich 
anschließenden Prozesse bei spätreagierenden Organen ist die Methode aktuell alleine nicht 
geeignet. Die Sensibilität der γ-H2AX-IRIF-Methode als Verfahren der biologischen 
Dosimetrie wurde in Studien zu unterschiedlichen diagnostischen Maßnahmen (CT und 
Angiographie) [LÖBRICH M et al. 2005; KUEFNER MA et al., 2009] und therapeutischen 
Maßnahmen (Radiojodtherapie) [LASSMANN M et al, 2010] gezeigt.  
Weiter konnte in der Arbeit dargelegt werden, dass ionisierende Strahlung auch in geringer 
Dosis DNA-Schäden in Form von DSB verursacht. Der klassische Begriff Schwellendosis 
hingegen beschreibt nur, ab wann ein klinisch sichtbarer Schaden auftritt. Deshalb ist die 
Indikation für eine strahlenbelastende Untersuchungen oder eine Strahlentherapie eng zu 
stellen und je nach Patient individuell anzupassen. Die Primärprävention steht an erster Stelle, 
denn von einer effektiven DSB-Reparatur kann nicht immer ausgegangen werden.  
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